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Los esfingolípidos son constituyentes esenciales de las células eucariotas. Fueron 
descubiertos en 1876 por J. L. W. Thudichum y durante mucho tiempo se consideró que 
su función en la formación de las membranas era únicamente estructural. Sin embargo, 
el estudio de su metabolismo y función ha revelado que algunos miembros de la familia 
de los esfingolípidos como la ceramida, la esfingosina o la esfingosina 1-fosfato (S1P), 
además de realizar una función estructural en las membranas celulares tienen una 
función activa en procesos de regulación y vías de transducción de señales como la 
regulación del crecimiento celular, la diferenciación, la senescencia y la apoptosis 1. 
Además, los esfingolípidos pueden agruparse dinámicamente en las membranas 
celulares con esteroles para formar microdominios lipídicos o rafts, los cuales 
funcionan como centros de transducción de señales y organización de proteínas 2.  
Como todos los lípidos de membrana, los esfingolípidos son moléculas anfipáticas. La 
región hidrófoba consiste en una larga cadena base esfingoide, normalmente 
esfingosina, esfinganina o fitoesfingosina, a la que se une un ácido graso por una unión 
amida al carbono 2 (C2). El esfingolípido más simple es la ceramida 3. Su región 
hidrófila es mínima (dos grupos OH) en comparación con otros esfingolípidos más 
complejos, como es el caso del grupo fosfato de la S1P o los residuos de azúcar en los 
glicoesfingolípidos 4. 
La vía metabólica de los esfingolípidos presenta una intrincada red de reacciones que 
conducen a la formación de una gran diversidad de esfingolípidos, siendo la ceramida el 
centro de la biosíntesis y del catabolismo y precursor de esfingolípidos complejos 1,5.  
Los esfingolípidos pueden sintetizarse de novo en el retículo endoplásmico liso a partir 
de serina y palmitato, que condensan gracias a la serin palmitoil transferasa para formar 
3- cetodihidroesfingosina, la cual tras diversas reacciones en las que intervienen varias 
enzimas, acaba generando ceramida 5-8.  
La ceramida también puede generarse por la hidrólisis de la esfingomielina a través de 
la acción de las esfingomielinasas (SMasas), que rompen la esfingomielina generando 
ceramida y fosfocolina 9. Se conocen cinco tipos de SMasas, que se clasifican en 
función de su pH óptimo y su dependencia de cationes. Así, hay una SMasa ácida 






de las cuales una está unida a membranas y es dependiente de Mg2+ y otra es 
independiente de Mg2+. Se localizan en la membrana plasmática y en el retículo 
endoplásmico, aunque también se encuentran en lisosomas, citosol y núcleo. La 
presencia de esfingolípidos (incluyendo ceramida y esfingomielina), y de ceramida 
sintasa y ceramidasa en las mitocondrias 10,11 sugiere la existencia de una ruta de 
esfingomielina mitocondrial, pero hasta el momento no se ha localizado SMasa en las 




Figura 1. Metabolismo de los esfingolípidos. La ceramida se considera el centro del metabolismo de los 
esfingolípidos. Se sintetiza de novo a partir de la condensación de palmitato y serina para formar 3-
cetodihidroesfingosina por la serin palmitoil transferasa (SPT). La 3-cetodihidroesfingosina es reducida 
en dihidroesfingosina por la 3-cetodihidroesfingosina reductasa (CDS) y acilada por la ceramida sintasa 
(CerS) para formar dihidroceramida, que forma ceramida por acción de las desaturasas. Desde aquí, la 
ceramida puede convertirse en otras especies lipídicas interconectadas. La única salida de la vía de los 
esfingolípidos está mediada por la esfingosina 1-fosfato liasa (S1P liasa), que metaboliza la S1P. CD: 
ceramidasa; CDS: 3-cetodihidroesfingosina reductasa; CK: ceramida quinasa; DAG: diacilglicerol; 
GCasa: glucosil-ceramidasa; GCS: glucosilceramida sintasa; PC: fosfatidilcolina; SK: esfingosina 
quinasa; SMasa: esfingomielinasa; SMS: esfingomielina sintasa; SPPasa: esfingosina fosfato fosfatasa; 
SPT: serin palmitoil transferasa. Adaptado de 13. 
 
En el aparato de Golgi la ceramida puede ser fosforilada, glicosilada o recibir un grupo 
de fosfocolina para formar esfingolípidos más complejos. Todas estas reacciones son 
reversibles, pues existen enzimas que las catalizan en ambas direcciones, por lo que se 
puede regenerar la ceramida para que pueda seguir otra ruta de biosíntesis 14-16. Además, 






activa por sí misma y que también puede dar lugar a S1P o entrar en la vía de 
recuperación (salvage), donde se recicla en otras vías de esfingolípidos. Asimismo, la 
S1P puede desfosforilarse generando de nuevo esfingosina o romperse 
irreversiblemente por la S1P liasa para generar etanolamina fosfato y hexadecenal, el 
cual puede ser reducido a palmitato reincorporándose a la síntesis de novo 17-20 (Figura 
1). 
El metabolismo de los esfingolípidos puede regularse en múltiples niveles, desde el 
control de la expresión de las enzimas implicadas en su síntesis hasta modificaciones 
post-traduccionales o mecanismos alostéricos. Algunos de los mismos son dependientes 
del tipo celular y pueden responder a señales específicas 4. Muchos tipos de estrés, 
como la isquemia y la recuperación, el TNF-α o el estrés oxidativo activan la formación 
de ceramida y otros esfingolípidos, activando las SMasas, la síntesis de novo y la vía de 
recuperación 21-23. 
En la regulación de los esfingolípidos son muy importantes los citados rafts, ya que no 
sólo son abundantes en esfingolípidos, sino que en ellos se localizan muchas de las 
enzimas de las rutas metabólicas de los esfingolípidos, como las SMasas. De este modo, 
diversas señales convergen en estos microdominios, induciendo la formación de unos 




El término ceramida se aplica a una familia de moléculas formadas por un esqueleto de 
esfingosina unido a través de su C2 a un ácido graso de cadena variable por un enlace 
amida 24. El estado de saturación y/o hidroxilación, así como la longitud de la cadena 
del ácido graso, confieren características específicas a cada ceramida, pudiendo ejercer 
funciones distintas 23,25. Así, por ejemplo, las ceramidas de cadena larga (C16) parecen 
estar implicadas en procesos de apoptosis, mientras que en el caso de ceramidas de 
cadena corta no está tan clara su función en este proceso 4. En este trabajo se ha 
empleado C2-ceramida o N-acetilesfingosina. (Figura 2).  
La ceramida es el centro de la ruta biosintética de los esfingolípidos, ya que es el 
precursor de todos los esfingolípidos y un intermediario común en el proceso de 






intracelulares de la ceramida, ya que su concentración puede variar continuamente o 
puede estar observándose la respuesta producida por un esfingolípido formado a partir 




Figura 2. Estructura de la C2-ceramida. 
 
La señalización por ceramida se ha relacionado con la regulación del crecimiento 
celular, la diferenciación 26, la senescencia 27, la necrosis 28, la proliferación 29 y la 
apoptosis 30 (revisado en 1). Así, muchos inductores de estrés aumentan los niveles 
endógenos de ceramida y la adición de ceramida puede igualmente activar estos 
procesos. 
Por otro lado, se ha visto que la ceramida puede interaccionar con muchas proteínas, 
tanto quinasas como PKC ζ (proteína quinasa C ζ) 31 y CAPK/KSR (proteína quinasa 
activada por ceramida) o fosfatasas como PP1 y PP2A 5,32-35. Además, la ceramida es un 




La S1P se forma por la fosforilación de la esfingosina por acción de las esfingosina 
quinasas (SK1 y SK2) y puede ser desfosforilada para regenerar esfingosina por la 
esfingosina fosfato fosfatasa (SPPasa) o ser escindida por la S1P liasa de forma 
irreversible para generar hexadecenal y etanolamina fosfato, saliendo del ciclo de los 
esfingolípidos 17-20,38 (revisado en 13) (Figura 3). 
Gracias a su estructura simple de una única cadena y a su grupo fosfato, es uno de los 
esfingolípidos más solubles, lo que permite que pueda moverse fácilmente entre 
membranas equilibrándose rápidamente su concentración. En las células se encuentra en 






concentración sirvan de señalización para activar distintos procesos, como ocurre con 




Figura 3. Estructura de la S1P. 
 
En los mamíferos la S1P parece actuar como un ligando de receptor, una molécula de 
señalización intracelular y un intermediario de la conversión de esfingolípidos a 
glicerofosfolípidos. De estas tres funciones principales, la más conocida es la de ligando 
de receptor. Hasta ahora sólo se han identificado receptores de membrana de alta 
afinidad (kd = 2-63 nM) acoplados a proteínas G (S1PRs), de los cuales se conocen por 
el momento 5 tipos 39-43. Estos receptores tipos (S1PR1-5) se expresan de forma 
diferencial en función del tejido (S1P1, S1P2 y S1P3 se expresan ubicuamente, S1P4 en 
tejidos linfoides y S1P5 en la piel y en el cerebro) 44-46, lo que es crucial para sus 
funciones biológicas, y activan vías intracelulares mediadas por MAPK (proteínas 
quinasas activadas por mitógenos), PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) o PKC. Los 
S1PRs están acoplados a proteínas G específicas para cada receptor de los tipos Gi, Gq y 
G12/13, siendo las Gi las más comunes, cuya acción se inhibe con la toxina pertussis 
(PTX). En función de a qué receptor se une la S1P y a qué proteína G esté acoplado 
éste, se activan distintas vías de señalización que conducen a respuestas celulares 
diferentes 47-50.  
En cuanto a la función de la S1P como segundo mensajero, no se ha encontrado ninguna 
diana molecular, pero teniendo en cuenta que muchas de las respuestas inducidas por la 
S1P como señalizador intracelular se asemejan a las respuestas inducidas por la S1P 
como ligando de los S1PRs, se cree que es posible que la S1P sea liberada al exterior de 
la célula de forma autocrina o paracrina para unirse a sus receptores y así iniciar la 
cascada de señalización. Sin embargo, en otras ocasiones las funciones intracelulares de 
la S1P parecen ser independientes de los S1PRs 13,25. 
Entre las respuestas inducidas por la S1P se encuentran la regulación de la proliferación, 






la vasculogénesis y la resistencia a la apoptosis. En general, parece antagonizar los 
efectos de la ceramida, normalmente relacionada con la inhibición del crecimiento, la 
senescencia o la inducción de la muerte celular 1. 
 
1.2 LA FAMILIA DE PROTEÍNA QUINASAS C 
 
Las PKCs son una familia multigénica de serina/treonina quinasas que se encuentran 
implicadas en muchas vías de transducción de señales 51,52. 
Las PKCs forman parte de la superfamilia de proteína quinasas ABC, que incluye la 
proteína quinasa A (PKA), la proteína quinasa B (PKB) o Akt y las PKCs 53. Como 
todos los miembros de esta superfamilia, las PKCs tienen un dominio regulador en su 
región N-terminal y un centro quinasa altamente conservado en la región C-terminal, 
donde se encuentra el centro de unión al sustrato y al ATP. Además, en el dominio 
quinasa se localizan el motivo de giro y el hidrofóbico, que son motivos de 
autofosforilación. El dominio regulador realiza dos funciones, por una parte se une a las 
distintas dianas celulares y por otra inhibe el centro activo de la enzima a través de la 
región pseudosustrato autoinhibitoria que contiene 54. Además, las PKCs, como todas 
las quinasas ABC, contienen un bucle de activación de treonina que es fosforilado por la 
quinasa dependiente de fosfoinosítidos 1 (PDK-1) preparando a las PKCs para su 
activación 54,55. Una vez fosforiladas por la PDK-1, se mantienen en un estado 
autoinhibido hasta que segundos mensajeros las activan 56. 
Existen al menos 10 isoformas de PKCs, que se dividen en tres grupos en función de su 
estructura primaria 53: las PKCs convencionales o clásicas (cPKC), las PKCs nuevas 
(nPKC) y las PKCs atípicas (aPKC). 
El primer grupo (cPKCs) está formado por las isoformas α, βI, βII (formada por splicing 
alternativo de βI) y γ. El dominio regulador de estas isoformas contiene un dominio C1 
formado por dos secuencias en tándem (C1A y C1B) de unos 50 aminoácidos cada uno 
con 6 Cys y 2 His que coordinan dos átomos de Zn2+, formando dos dedos de zinc, los 
cuales funcionan como punto de unión del diacilglicerol (DAG) y de esteres de forbol 
como ligando no natural. También tienen un dominio C2 que une calcio 54. 
Las isoformas del segundo grupo (nPKCs) a su vez pueden subdividirse en dos grupos 






Estas enzimas también presentan los dominios C1 y C2, aunque su distribución a lo 
largo de la estructura primaria está invertida en relación con el de las cPKCs. Los 
dominios C2 de las nPKCs no unen calcio, no teniendo ningún ligando conocido. Se 
cree que al no tener sensor de calcio, estas PKCs se translocan y activan de forma 
distinta a las cPKCs 54. 
 
Forbol




cPKC: α, βΙ, βΙΙ, γ
aPKC: ζ, ι/λ
nPKC: δ, θ, ε, η
Dominio regulador Dominio quinasa
Bisagra
Centro quinasa  
 
Figura 4. Estructura de las isoformas de las PKCs. Arriba: Las PKCs tienen un dominio quinasa 
(turquesa) conservado y dominios reguladores más variables. Todos los dominios reguladores tienen un 
motivo pseudosustrato (verde; PS) en el extremo N-terminal del dominio C1 (rosa). Los dominios C1 
dispuestos en tándem son los sensores moleculares de DAG en las cPKCs y las nPKCs, mientras que el 
único dominio C1 de las aPKCs no une DAG. Los dominios C2 (amarillos) unen calcio en las cPKCs, 
pero no en las nPKCs. El dominio tipo C2 (C2-like) de las nPKCs es un módulo de interacción de 
fosfotirosina. En gris se muestran las regiones variables en función de la isoforma. Abajo: Diagramas de 
la estructura de los dominios C1B, C2 y el dominio quinasa. Adaptado de 55. 
 
El tercer grupo (aPKCs) está formado por las isoformas ζ, ι y λ. Estas PKCs no tienen 
un dominio C2 sensible a calcio y tienen un dominio C1 atípico con sólo una estructura 
rica en Cys de unión a membrana, que une ceramida pero no DAG como en los otros 
dos grupos, por lo que no requieren ni calcio ni DAG para su activación. Además, no 
tienen el residuo de Ser/Thr conservado en el extremo C-terminal, que es un centro 






dominio PB1 de interacción proteína-proteína que media interacciones con otras 
proteínas que también contienen un dominio PB1 57,58 (Figura 4). 
La mayoría de las isoformas de PKCs son ubicuas y muchas células expresan varias 
isoformas a la vez 55. 
Las PKCs recién sintetizadas presentan una conformación abierta que permite que la 
PDK-1 se una al motivo hidrofóbico del dominio quinasa y fosforile a la PKC en el 
bucle de activación, soltándose después. Una vez fosforilada en el bucle de activación, 
la PKC se autofosforila en los motivos de giro e hidrofóbico, estabilizándose en una 
conformación cerrada que permite que la región pseudosustrato N-terminal contacte con 
el punto de unión del sustrato en un bucle inhibitorio, inhibiendo la enzima hasta que 
sea activada por segundos mensajeros 59,60. Una vez activadas las PKCs pueden 
translocarse a distintas sublocalizaciones, como la membrana plasmática, el núcleo, el 
aparato de Golgi o las mitocondrias, donde ejercerán su función fosforilando diversas 
proteínas 61-65. Parece que en la translocación de las PKCs intervienen unas proteínas de 
anclaje asociadas a membrana conocidas como RACKs. Estas proteínas parecen actuar 
como unión de las PKCs para localizarlas en distintos microdominios cerca de sus 
activadores alostéricos y de sus sustratos unicelulares. Se ha propuesto que las células 
expresan un único RACK, con distinta localización subcelular, para cada isoforma de 
PKC, y que las interacciones PKC-RACK son esenciales para la respuesta celular 66. 
Las PKCs se han implicado en muchos procesos celulares como diferenciación, 
proliferación, migración y muerte celular. En general, se ha visto que las cPKCs y las 
aPKC suelen tener funciones antiapoptóticas, mientras que en las nPKCs existen 
diferencias según la isoforma. Así, por ejemplo, PKC ε está implicada en supervivencia, 
migración y proliferación y PKC δ, sin embargo, es activada por muchos inductores de 
muerte 67. 
 
1.3 ISQUEMIA CEREBRAL 
 
La isquemia cerebral es un trastorno neurológico originado por la disminución brusca 
del aporte sanguíneo hasta unos niveles que resultan insuficientes para mantener el 
metabolismo y funciones normales de las células cerebrales. Es una de las principales 






diferentes causas, como una parada cardiaca, una oclusión arterial o una hemorragia 
cerebral. El resultado es que el riego sanguíneo se interrumpe, produciéndose la 
isquemia. Debido a la falta de glucosa y oxígeno no se puede mantener la homeostasis 
celular, produciéndose diversos efectos como desequilibrio iónico, excitotoxicidad, 
aumento de la concentración de calcio, desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, 
disminución de la concentración de ATP y estrés oxidativo, lo que termina provocando 
finalmente la muerte de la célula por apoptosis o necrosis 68,69. 
Si la isquemia se prolonga varios minutos, las neuronas de la zona más afectada sufren 
un daño irreversible y mueren por necrosis. Sin embargo, en las regiones que rodean a 
esta región (zona de penumbra) existe un cierto riego sanguíneo y por lo tanto la 
intensidad de la isquemia es menor, de modo que aunque el metabolismo se detiene, 
disminuyen las propiedades de excitabilidad eléctrica neuronales y se perturban los 
gradientes iónicos, se produce menos daño y las células mueren fundamentalmente por 
apoptosis e incluso se pueden recuperar si se restablece el flujo sanguíneo 70,71. 
Durante la isquemia, debido a la hipoxia, se produce el desacoplamiento de la 
fosforilación oxidativa en las mitocondrias, de modo que no se puede generar ATP por 
este proceso. Esto provoca un descenso de la concentración de ATP con un aumento 
concomitante de la concentración de ADP, AMP y fosfato inorgánico. La glicolisis 
continúa con la glucosa remanente para proporcionar una mínima cantidad de ATP que 
resulta insuficiente. Además, el ácido láctico formado en el proceso se acumula, 
descendiendo el pH de la célula, lo que inhibe la glicolisis y activa el antiporter Na+/H+ 
para eliminar el exceso de protones. En consecuencia, aumenta la concentración de Na+, 
que además no puede ser bombeado al exterior de la célula de nuevo a través de la 
Na+/K+ATPasa debido a la falta de ATP. En condiciones normales esta bomba mantiene 
las concentraciones intracelulares de potasio y de sodio necesarias para la propagación 
de los potenciales de acción (elevada en el caso del potasio y reducida en el caso del 
sodio), por lo que al dejar de funcionar provoca la despolarización de la membrana, la 
liberación de potasio y la entrada de sodio a la célula 72,73. Este aumento en la 
concentración de sodio provoca que el antiporter Na+/Ca2+, que normalmente expulsa 
calcio al exterior de la célula utilizando el gradiente de sodio, se inhiba o funcione en 
sentido contrario, aumentando la concentración intracelular de calcio. Además, la falta 






endoplásmico, contribuyendo al aumento de la concentración de calcio. 73. Asimismo, el 
exceso de sodio provoca el funcionamiento al revés de los transportadores de glutamato, 
lo que conduce a la activación de sus receptores NMDA y AMPA. Estos receptores, 
fundamentalmente los de NMDA, son permeables al calcio, por lo que su apertura 
aumenta la despolarización de membrana y contribuye al aumento de calcio intracelular 
y a la excitotoxicidad 74,75. La activación de los receptores metabotrópicos también 
contribuye al aumento de calcio (Figuras 5, 6 y 7).  
La mitocondria actúa como un reservorio de calcio, tamponando la concentración de 
calcio citosólico, ya que un exceso de calcio en el citosol provoca la activación de las 
proteasas, lipasas y DNasas dependientes de calcio y, en consecuencia, la muerte de la 
célula 68. Así, el aumento del calcio citosólico conlleva un aumento del calcio 
mitocondrial al entrar éste a la mitocondria a favor de gradiente electroquímico a través 
del uniporter de calcio 76,77. 
La salida de calcio de la mitocondria está mediada por el transportador Na+/Ca2+ y por 
un mecanismo independiente de sodio que parece ser un transportador H+/Ca2+. Existe 
un alto acoplamiento de los gradientes de sodio y H+ por el transportador Na+/H+, de 
modo que el gradiente de sodio es similar al gradiente de protones. En la isquemia se 
ralentiza la cadena respiratoria por la falta de O2, por lo que disminuye el bombeo de 
protones hacia el citosol y la membrana se despolariza, ya que el gradiente de pH es el 
principal componente del potencial de membrana. El descenso del gradiente de pH 
conlleva un descenso del gradiente de sodio, lo que contribuye al aumento de la 
concentración de calcio mitocondrial al ser menor la fuerza de extrusión del mismo en 
los dos sistemas de salida de calcio 78,79. 
En estas condiciones de sobrecarga de calcio mitocondrial, especialmente si va 
acompañado de otros factores que sensibilizan a esta elevada concentración de calcio, 
como es la falta de nucleótidos de adenina, una alta concentración de fosfato inorgánico 
y fundamentalmente estrés oxidativo 73 (eventos que suceden en la isquemia y en la 
recuperación) se produce un aumento de la permeabilidad mitocondrial conocido como 
transición de la permeabilidad mitocondrial, debido a la apertura del poro de transición 
de la permeabilidad mitocondrial (mPTP). Sin embargo, aunque durante la isquemia se 






porque el estrés oxidativo no es muy alto y el bajo pH inhibe la apertura del mPTP, 





































































Figura 5. Condiciones normales. (1) En condiciones normales la mayor parte del ATP se forma por la 
fosforilación oxidativa en la mitocondria. (2) Parte de este ATP es utilizado por la K+/Na+ATPasa de la 
membrana plasmática, que mantiene las concentraciones intracelulares de potasio y de sodio necesarias 
para la propagación de los potenciales de acción (elevada en el caso del potasio y reducida en el caso del 
sodio). (3) El gradiente de sodio generado por la K+/Na+ATPasa es utilizado por el transportador Na+/Ca2+ 
para mantener una baja concentración de calcio intracelular, ayudado por las Ca2+ATPasas de la 
membrana plasmática y del retículo endoplásmico (4). 
 
El mPTP es un poro no selectivo permeable a cualquier molécula menor de 1,5 kDa 
cuya apertura tiene dos consecuencias fundamentales. La primera es el desacoplamiento 
de la fosforilación oxidativa, ya que el aumento de la permeabilidad de la mitocondria 
provoca la disipación de los dos componentes de la fuerza protón motriz (pmf): el 
gradiente de pH producido en la cadena de transporte de electrones y el potencial de 
membrana mitocondrial. En ausencia de pmf la ATPasa no puede sintetizar ATP e 






consecuencia es que las mitocondrias no pueden mantener sus niveles de ATP, lo que 
resulta en un trastorno del metabolismo y de la homeostasis iónica que conduce a la 

















































































Figura 6. Isquemia. (1) Durante la isquemia la hipoxia inhibe la cadena de electrones (cadena de e-) de la 
mitocondria, desacoplándose la fosforilación oxidativa. Los niveles de ATP disminuyen y se activa la 
glicolisis, lo que conduce a un descenso del pH en el citosol. (2) El descenso del pH activa el 
transportador Na+/H+, que junto con la inhibición de la K+/Na+ATPasa, provoca un aumento de la 
concentración citosólica de sodio y un descenso de la de potasio, despolarizándose la membrana 
plasmática. (3) El exceso de sodio provoca que la Na+/Ca2+ funcione al revés, aumentando la 
concentración intracelular de calcio. (4) Al aumento de la concentración de calcio contribuyen la 
inhibición de las Ca2+ATPasas de la membrana plasmática y del retículo endoplásmico, así como la 
activación de los receptores de Glu, cuya liberación está favorecida por el exceso de sodio (5). (6) El 
aumento de calcio intracelular provoca el aumento de la concentración de calcio mitocondrial al entrar el 
calcio por el uniporter de calcio y no poder salir ni por los transportadores ni por el mPTP (PTP), todos 
ellos inhibidos por el descenso de pH producido por la inhibición de la cadena electrónica. 
 
La segunda consecuencia de la apertura del mPTP es el hinchamiento (swelling) de la 
mitocondria. El aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial a moléculas 
pequeñas causa el equilibrio de osmolitos de bajo peso molecular, mientras que las 






El resultado es que debido a la elevada concentración de proteínas de la matriz se ejerce 
una presión osmótica coloidal que provoca el hinchamiento de la matriz al entrar agua. 
Éste se produce sin dañar la membrana mitocondrial interna, la cual se despliega, pero si 
es continuado termina provocando la ruptura de la membrana mitocondrial externa, más 
rígida. Esto provoca la liberación de proteínas proapoptóticas mitocondriales como el 
citocromo c, que desencadenan la apoptosis activando vías dependientes e 
independientes de caspasas 73,82,85-87. Sin embargo, sólo si los mPTP vuelven a cerrarse 
lo suficiente como para mantener los niveles de ATP, predominará la muerte por 
apoptosis frente a la necrosis 84. Esto depende de la intensidad del daño, de modo que 


























Figura 7. Recuperación. En la recuperación se reactiva la síntesis de ATP y se produce una explosión de 
formación de ROS al reentrar el oxígeno. El exceso de ROS junto con la elevada concentración de calcio 
mitocondrial inducen la apertura del mPTP (PTP) y la consecuente despolarización del potencial de 
membrana mitocondrial (φmit). 
 
La composición del mPTP no se conoce con seguridad. Según uno de los principales 
modelos estaría formado por el transportador de nucleótidos de adenina (ANT) de la 
membrana mitocondrial interna, el canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC) de la 
membrana mitocondrial externa, la ciclofilina D de la matriz mitocondrial y otras 
proteínas (Figura 8). Sin embargo, en ratones knockout frente a ANT y VDAC la 
transición de la permeabilidad mitocondrial aún sucede. También ocurre en ratones 






protección frente a la isquemia y se requiere una mayor concentración de calcio para 
inducir dicha transición 88-90. Por estas razones la ciclofilina D parece ser la única 
proteína que con seguridad está implicada en el funcionamiento del mPTP y por eso su 





Figura 8. Estructura del mPTP. El principal modelo del mPTP hipotetiza que VDAC de la membrana 
mitocondrial externa se une a ANT de la membrana mitocondrial externa y a ciclofilina D (CyD) 
formando el mPTP en respuesta a distintas señales. A través del mPTP pasa Ca2+ y todo tipo de moléculas 
pequeñas como el citocromo c. Adaptado de 91. 
 
Un modelo alternativo propone que el daño producido por el estrés oxidativo y otras 
perturbaciones que se producen en la isquemia provocan un plegamiento alterado de las 
proteínas integrales de membrana 92. Estas proteínas mal plegadas crean superficies 
hidrofílicas frente a las bicapas lipídicas, lo que supone una condición desfavorable 
termodinámicamente. Como consecuencia, estas proteínas se agregan, de modo que las 
superficies hidrofílicas forman un canal acuoso transmembrana, correspondiente a un 
mPTP naciente. Para evitar una permeabilización catastrófica y el desacoplamiento de la 
fosforilación oxidativa, la ciclofilina D y otras chaperonas actúan a ambos lados de la 
membrana interna para impedir la conductancia a través de estos mPTP nacientes 93. 
Por otro lado, en la isquemia se produce un exceso de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), lo que se conoce como estrés oxidativo. Las ROS son formas químicas 






hidrógeno (H2O2) entre otras. Son químicamente muy inestables y, en general, tienen 
una gran capacidad oxidante, pudiendo reaccionar con otras moléculas y estructuras de 
la célula, contribuyendo al daño celular. Sin embargo, si el estrés oxidativo no es muy 
alto, las ROS actúan sobre las vías de transducción de señales 94-98, comportándose 
como segundos mensajeros intracelulares 99-102. Estas señales son especialmente 
importantes en la isquemia 103. 
La hipoxia disminuye la tasa de transporte de los electrones de la cadena respiratoria, 
aumentando la posibilidad de que se forme O2·-. El mayor tiempo de vida del radical 
QH- del ciclo Q del complejo III o su incapacidad de reducirse a QH2 por cambios 
conformacionales de la proteína inducidos por la isquemia 104 conducen a que QH- se 
autooxide liberando un electrón singlete que ataca al O2 remanente generando O2·-. El 
O2·- formado dismuta espontáneamente a H2O2, reacción favorecida por el bajo pH 
durante la isquemia, o más frecuentemente es dismutado rápidamente en la matriz por la 
superóxido dismutasa mitocondrial o en el espacio intermembrana y en el citosol por la 
citosólica, por lo que la mayoría del O2·- es convertido rápidamente a H2O2. Éste 
difunde al citosol a través de la membrana mitocondrial o por las acuaporinas 105,106 y es 
neutralizado por acción de la catalasa o la glutation peroxidasa en el citosol, 
convirtiéndolo en H2O y O2. Sin embargo, en la isquemia los sistemas depuradores 
(scavengers) de ROS están superados 103, no eliminándose con tanta rapidez el O2·- ni el 
H2O2, lo que contribuye al aumento de ROS. 
También hay fuentes de ROS no mitocondriales en la isquemia, como la NADPH 
oxidasa 107 y la xantina oxidasa 108, pero la mayoría de las ROS proceden probablemente 
de la mitocondria, como muestra el daño a los complejos respiratorios 109,110 y el uso de 
inhibidores mitocondriales 102,111. 
Además, en la isquemia la cadena respiratoria también produce NO, que puede generar 
especies reactivas de nitrógeno (RNS), que contribuyen al daño pero que también son 
importantes señalizadores celulares. 
En los tejidos sometidos a isquemia, si ésta es muy larga, las células terminarán 
muriendo por necrosis, por lo que para la supervivencia del tejido es necesaria una 
reperfusión del mismo. Sin embargo, la recuperación por sí misma puede aumentar el 
daño, fundamentalmente por la reoxigenación 73. En la recuperación se reactiva la 






y reaccionar con radicales acumulados durante la isquemia como la semiubiquinona 112. 
Ésta puede reaccionar con el oxígeno generando O2·-, que se reduce por las superóxido 
dismutasas a H2O2 113. Las ROS generadas afectan directamente a proteínas de la 
mitocondria, inducen la peroxidación de los lípidos de membrana 114 y la apertura del 
mPTP al incrementar su sensibilidad frente a la elevada concentración de calcio. Esto va 
acompañado por una recuperación de los valores normales de pH, estimulándose la 
apertura del mPTP, lo que conduce a la muerte celular 84,115 (Figuras 5, 6 y 7). 
 
Factores inducibles por hipoxia (HIFs) 
 
Los factores inducibles por hipoxia (HIFs) son un conjunto de factores de transcripción 
de tipo hélice-lazo-hélice básico (bHLH) que regulan la expresión de cerca de 200 
genes que pueden afectar a la respuesta adaptativa de la célula frente a la hipoxia y/o la 
isquemia 116-118. Estos genes presentan en su DNA regiones conocidas como elementos 
de respuesta a hipoxia (HREs), a los que se une HIF para inducir la transcripción 119. 
HIF es un heterodímero formado por una subunidad α y una subunidad β (ARNT). Se 
conocen 3 tipos distintos de genes para cada una de las subunidades. Las 3 subunidades 
α tienen capacidad para unirse a cualquiera de las subunidades β, pero dependiendo de 
qué clase de heterodímero se forme, la eficacia del factor de transcripción para 
incrementar la expresión de sus genes dianas varía 120. De todas las configuraciones 
posibles, el HIF más estudiado, el principal regulador y el que se expresa en todos los 
tejidos es el formado por la subunidad HIF-1α y la HIF-1β/ARNT1 121. Ambas 
subunidades se expresan constitutivamente, pero la estabilidad de la subunidad α se 
regula en función de los niveles de O2 122,123. En condiciones de normoxia, la subunidad 
α es hidroxilada en dos residuos de prolina conservados en la región del péptido 
conocida como dominio de degradación dependiente de oxígeno (ODD) por una familia 
de prolil-hidroxilasas (PHDs), lo que facilita el reconocimiento de HIF-α por la proteína 
von Hippel-Lindau (vHL) 124,125. Esta proteína funciona como una ubiquitina ligasa, 
marcando la subunidad α para que sea degradada en el proteasoma 70,124-126. Por tanto, 
los niveles de HIF en normoxia son prácticamente inexistentes. Durante la hipoxia las 
PHDs son inhibidas, lo que permite que la subunidad α se acumule, se una a la 






en el metabolismo de la glucosa, la función mitocondrial, la supervivencia celular, la 
apoptosis y la resistencia al estrés oxidativo 119. 
 
Protección frente a la isquemia/recuperación 
 
La gravedad del daño isquémico depende no sólo de la duración y de la intensidad del 
estímulo isquémico, sino también de la tolerancia del tejido a la falta de oxígeno. Por 
tanto, los mecanismos de protección están orientados a aumentar la tolerancia del tejido 
a la isquemia, siendo el principal objetivo la zona de penumbra debido a su mayor 
posibilidad de recuperación 70. Hasta el momento, la forma de protección más estudiada 
y con mayor éxito es el precondicionamiento isquémico, el cual consiste en provocar 
pequeños e intermitentes episodios de isquemia o hipoxia antes del episodio más fuerte 
de isquemia 127. La mayoría de las investigaciones se han realizado en corazón, donde se 
ha puesto de manifiesto que tanto la hipoxia crónica como el precondicionamiento 
isquémico disminuyen el tamaño del infarto, pero cada vez son más numerosos los 
estudios realizados en cerebro 128,129. 
Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo molecular de esta protección, se han 
realizado estudios que indican la implicación de diferentes proteínas quinasas, 
fundamentalmente PKC ε, así como de ROS y de NO, en la activación de un canal de 
K+ dependiente de ATP de la mitocondria (mitoKATP). El mitoKATP es un canal de 
potasio específico de la mitocondria que se descubrió gracias al estudio de los flujos de 
potasio en la mitocondria y a la respuesta de los mismos a inhibidores generales de 
canales de potasio dependientes de ATP. Todo lo que se conoce de su posible estructura 
está basado en los canales de potasio dependientes de ATP de otros orgánulos, como el 
retículo endoplásmico. Al abrirse permite el influjo de potasio a la mitocondria. Parece 
ser que la activación de la PKC ε y del mitoKATP conducen, en último término, a una 
disminución de la sobrecarga de calcio y de la generación de ROS producida en la 
reperfusión, lo que provoca en último lugar la inhibición de la apertura del mPTP y con 
ello la protección del tejido 130. No se conoce a través de qué mecanismo la PKC ε y el 
mitoKATP producen estos efectos, ni si son los efectores finales de la protección o 
simplemente transductores de la señal, pero se cree que la entrada de potasio en la 






entrada de calcio. La hipoxia crónica parece activar las mismas vías que el 
precondicionamiento isquémico, pero además afecta también a la expresión de otras 
proteínas asociadas con el mantenimiento de la homeostasis de O2 como HIF. 
Probablemente esta sea la causa de que, aunque la hipoxia crónica protege menos que el 
precondicionamiento, su protección es más duradera 131. 
Recientemente se está abordando el estudio del postcondicionamiento isquémico, que 
consiste en someter al tejido a múltiples y cortos episodios de isquemia después del 
accidente isquémico. También tiene un efecto protector y resulta más útil en clínica 
porque no es necesario conocer cuándo se va a producir la isquemia. Parece que activa 
las mismas vías de transducción de señales que el precondicionamiento 132,133. 
También se han hecho estudios de neuroprotección farmacológica. En este sentido, para 
que una molécula sea neuroprotectora debe interferir con uno o más de los componentes 
de la cascada bioquímica que se desencadenan en la isquemia/recuperación, como la 
pérdida de las reservas energéticas intracelulares, el desequilibrio de los gradientes 
iónicos con la consecuente despolarización de la membrana, liberación de potasio, 
excitotoxicidad y aumento de calcio intracelular, la disminución del pH, el aumento de 
ROS y todos los procesos que tienen lugar en la mitocondria como el aumento del 
calcio mitocondrial y la apertura del mPTP. Se han llevado a cabo numerosos estudios, 
encontrándose moléculas que podrían ser protectoras como los moduladores del 
receptor de NMDA (selfotel y dextrorfano), que impiden la acción de las grandes 
cantidades de glutamato y su consecuente excitotoxicidad; inhibidores de la liberación 
del glutamato (damotrigina y fosfenitoína), inhibidores de la apertura del mPTP 
(ciclosporina A y ácido bongkrékico); inhibidores de la expresión de p53 (pifitrina α), 
inhibidores de la liberación de citocromo c, y moléculas con propiedades antioxidantes 
y con capacidad para estabilizar la expresión de HIF-1 (desferoxamina) 134. 
Teniendo en cuenta los efectos del precondicionamiento isquémico, se han realizado 
también estudios de precondicionamiento farmacológico. Para ello se han empleando 
moléculas que mimetizan los procesos del precondicionamiento, como el diazóxido, que 
es un activador del mitoKATP que impide la apertura posterior del mPTP, o factores que 
imitan la agresión para inducir así tolerancia, como inhibidores de la cadena respiratoria 






Sin embargo, aunque todos estos fármacos funcionan en modelos animales, no se ha 
encontrado ningún tratamiento eficaz en humanos, ya que presentan muchos efectos 
secundarios y sus efectos beneficiosos son mucho menores que los encontrados en 
animales de experimentación. Por lo tanto, es necesario seguir investigando para 
encontrar moléculas neuroprotectoras contra la isquemia que resulten más eficaces que 







































El objetivo científico general de esta tesis doctoral consiste en estudiar los mecanismos 
protectores de la ceramida y esfingosina 1-fosfato sobre la muerte celular inducida por 
isquemia/recuperación en un modelo experimental in vitro en cultivos celulares de 
neuronas (SH-SY5Y). 
 
1. Valorar el efecto neuroprotector de la ceramida y esfingosina 1-fosfato sobre la 
muerte celular inducida por isquemia/recuperación. 
 
2. Determinar qué vías de señalización están implicadas en la protección ejercida 
por ceramida y esfingosina 1-fosfato. 
 
3. Estudiar la acción de la ceramida sobre las alteraciones inducidas por la 
isquemia en la mitocondria: variaciones de calcio, producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) y apertura del poro de transición mitocondrial. 
 
4. Evaluar los efectos de la esfingosina 1-fosfato sobre las alteraciones 
mitocondriales producidas por isquemia/recuperación: potencial de membrana, 
variaciones de calcio, especies reactivas de oxígeno (ROS) y apertura del poro 
de transición mitocondrial. 
 
5. Determinar la implicación del factor inducible por hipoxia (HIF) en el papel 













































3.1 CULTIVO CELULAR 
 
Para todos los experimentos se empleó la línea celular SH-SY5Y (número de ATCC 
CRL-2266) de neuroblastoma humano. Estas células se cultivaron en medio DMEM 
(Sigma) suplementado con suero fetal bovino (Sigma) al 10 %, penicilina-
estreptomicina (Sigma) al 1% y glutamina (Sigma) al 1% en un incubador humidificado 
a 37 ºC con un 5% de CO2. El medio se cambió cada 2 días. 
 





10 nM PKC 
Inhibidor competitivo 
del centro de unión del 
ATP en las PKC 
Tocris 
Wortmannin (WT) 10 nM PI3K Inhibidor de PI3K Sigma 
ERK activation 
inhibitor peptide (IE) 
3 μM ERK1/2 
Inhibidor de la 
activación de ERK 
Calbiochem 
PKC ε translocation 
inhibitor peptide 
(V1-2) 
5 μM PKC ε 
Inhibidor de la 






50 nM PKC ζ 
Inhibidor 
pseudosustrato 




100 ng/ml S1PR 
Impide la interacción de 
las proteínas Gi, Go y Gt 




1 μM mPTP 





300 μM mitoKATP Inhibidor del mitoKATP Sigma 
Rotenona 10 μM ROS 
Inhibidor del complejo I 
de la cadena respiratoria 
Sigma 
 
Tabla 1. Listado de inhibidores utilizados. Se indica la concentración a la que se utilizaron, diana, 
mecanismo de acción y procedencia comercial. 
 
 




3.2 EXPERIMENTACIÓN GENERAL 
 
En todos los experimentos las células se encontraban a un 80% de confluencia, salvo en 
los experimentos de microscopía confocal, en los que la confluencia fue menor para 
poder analizar las células de forma individualizada, así como en los experimentos de 
transfección, en la que es necesaria una menor confluencia para una mayor eficiencia. 
En los tratamientos con isquemia los esfingolípidos se añadieron a la vez que se indujo 
la isquemia y se mantuvieron durante toda la isquemia y la recuperación, salvo en los 
casos de pretratamiento, que se añadieron 3 h antes de la isquemia, o en los 
experimentos en los que el tratamiento fue sólo en una fase de la isquemia/recuperación, 
que se añadieron al comienzo de la fase. En este trabajo se ha empleado C2-ceramida o 
N-acetilesfingosina. La C2-ceramida es soluble en agua y permeable a las membranas 
celulares y, por tanto, es fácil de administrar exógenamente a cultivos celulares 23. 
Cuando se emplearon inhibidores, estos se añadieron 15 min antes de la ceramida y la 
S1P. En la Tabla 1 se detallan los inhibidores empleados. 
 
3.3 MODELO DE ISQUEMIA IN VITRO 
 
Para simular la isquemia se utilizó un modelo de privación de oxígeno y glucosa (OGD) 
el tiempo indicado en cada experimento. Para ello, el medio de cultivo celular se 
sustituyó por el tampón de isquemia (apartado 3.11), sin glucosa y previamente gaseado 
con nitrógeno, y las células se sometieron a hipoxia en un incubador humidificado a 37 
ºC con un 5% de CO2 y un 1% de O2 (modelo 3141 de Thermo Electron Corporation) 
Para la recuperación, se sustituyó de nuevo el tampón de isquemia por medio completo 
y se cultivaron las células en el incubador a 37 ºC con un 5% de CO2 y un 21% de O2 el 
tiempo indicado en cada experimento. 
 
3.4 MUERTE CELULAR 
 
Ensayo de viabilidad celular por MTT 
 
Se empleó el método descrito por Alley y cols 136. Este método se basa en que la sal 
amarilla de tetrazolio (MTT), soluble en agua, atraviesa las membranas celulares y es 
 




reducida por las reductasas mitocondriales de las células vivas, formando gránulos de 
formazán de color azul oscuro, insolubles en agua pero no en isopropanol ácido (ácido 
clorhídrico 0,06 N en isopropanol). La medida espectrofotométrica a 570 nm del 
formazán formado permite cuantificar la viabilidad celular. Para ello, las células se 
cultivaron en placas de 96 pocillos, tras los tratamientos se añadió la solución de MTT 
(Calbiochem) a cada pocillo a una concentración final de 5 mg/ml, incubándose a 37 ºC 
durante 4 h en oscuridad. Pasado este tiempo el formazán fue disuelto en el isopropanol 
ácido y se midió la absorbancia a 570 nm empleando un espectrofotómetro de placas 
(Power-Wavex microplate spectrophotometer Bio-Tek Instruments). 
 
Medida de los tipos de muerte por citometría de flujo 
 
La diferenciación entre las células muertas por apoptosis temprana y por necrosis o 
apoptosis tardía se llevó a cabo mediante citometría de flujo, utilizando un kit de 
anexina V-FITC e ioduro de propidio (Biosource). En la etapa temprana de la apoptosis, 
la fosfatidilserina de la cara interna de la membrana celular se transloca a la cara 
externa, pudiéndose unir la anexina V conjugada con FITC. Por su parte, el ioduro de 
propidio es un agente intercalante del DNA que emite en el ultravioleta y que sólo 
puede acceder al DNA cuando las membranas celulares han perdido su integridad, como 
ocurre en la necrosis o en una etapa muy avanzada de apoptosis. Por tanto, por 
citometría de flujo se pueden distinguir las células que han entrado en apoptosis, 
positivas para anexina V y negativas para ioduro de propidio, de las células necróticas o 
apoptóticas muy avanzadas, positivas para ioduro de propidio. Las células vivas serán 
aquellas que resulten negativas para ambos marcadores. Tras los distintos tratamientos 
se recogieron tanto las células adherentes como las células en suspensión por 
centrifugación y se lavaron con PBS frío dos veces. Después se resuspendieron en el 
medio de unión (apartado 3.11), y se marcaron en oscuridad 2-3 x 105 células por 
tratamiento con anexina V-FITC y con ioduro de propidio durante 15 min a temperatura 
ambiente. Pasado ese tiempo se realizó el análisis por citometría de flujo. 
 




3.5 ANÁLISIS PROTEICO 
 
Separación de fracciones de citosol, membrana, núcleo y  mitocondrias 
 
La extracción proteica de las fracciones de membrana, núcleo y citosol se realizó según 
el método descrito por Miguel y cols 137. Todo el proceso de extracción se realizó a 4 
ºC. Tras los distintos tratamientos se recogieron las células, se lavaron con PBS frío, se 
resuspendieron en el tampón de lisis (apartado 3.11) con los inhibidores de proteasas y 
se lisaron las células con un homogeneizador Douncer de tipo B. La lisis se confirmó en 
el microscopio. El lisado celular se centrifugó a 800 g durante 10 min a 4 ºC. El 
sedimento, correspondiente a la fracción nuclear, se resuspendió en el tampón de lisis 
anterior y se valoró la concentración de proteínas por el método Bradford (Sigma) 
siguiendo las instrucciones del fabricante y se guardó a -80 ºC hasta su uso. El 
sobrenadante se centrifugó a 100000 g durante una hora a 4 ºC para separar la fracción 
citosólica de la membrana. En el sobrenadante resultante, correspondiente a la fracción 
citosólica, se valoró la concentración de proteínas, almacenándose a -80 ºC hasta su uso. 
El sedimento se resuspendió en tampón de lisis al que se añadió tritón X-100 al 0,1% 
para permeabilizar la membrana, se mantuvo en agitación durante 2 h a 4 ºC y se 
centrifugó de nuevo a 100000 g. En el sobrenadante, correspondiente a la fracción de 
membrana, se valoró la concentración de proteínas, almacenándose a -80 ºC hasta su 
uso. 
La extracción proteica de las mitocondrias y del citosol se realizaron según el método 
descrito por Kim y cols 138. Todo el proceso de extracción se realizó a 4 ºC. Tras los 
distintos tratamientos se recogieron las células, se lavaron con PBS frío, se 
resuspendieron en el tampón de extracción mitocondrial (apartado 3.11) con los 
inhibidores de proteasas y se lisaron las células pasándolas 5 veces por una aguja de 25 
Gauges. La lisis se confirmó en el microscopio. El lisado celular se centrifugó a 1000 g 
durante 10 min a 4 ºC para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se centrifugó 
de nuevo a 10000 g a 4 ºC para separara la fracción citosólica de la mitocondrial. El 
sobrenadante resultante, correspondiente a la fracción citosólica, se centrifugó de nuevo 
a 100000 g para obtener una fracción citosólica más pura y en el sobrenadante resultante 
se valoró la concentración de proteínas, almacenándose a -80 ºC hasta su uso. El 
sedimento de la centrifugación anterior se resuspendió en el mismo tampón, se 
 




centrifugó de nuevo a 10000 g a 4 ºC para obtener una fracción más pura, y el 
sedimento resultante se resuspendió en tampón, se valoró la concentración de proteínas 




Los extractos proteicos se calentaron durante 5 min a 95 ºC con tampón de Laemmli  
(apartado 3.11) para la desnaturalización de las proteínas, separándose por electroforesis 
en geles de poliacrilamida con un 10% de acrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE), a una intensidad constante de 40 mA. Posteriormente, se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa (Hybond; Amersham Biosciences) en sistema húmedo 
durante 3 h a una intensidad constante de 350 mA. Tras la transferencia, las membranas 
se bloquearon durante una hora con leche en polvo al 5% en TTBS. Después se 
incubaron con el anticuerpo primario durante una hora a temperatura ambiente o toda la 
noche a 4 ºC. A continuación se lavaron tres veces durante 10 min con TTBS y se 
incubaron una hora con el anticuerpo secundario. Tras tres lavados de 10 min se 
detectaron las proteínas por quimioluminiscencia (ECL) (Amersham Biosciences).  








del Ac 1º 
Ac 2º 
anti- 




del Ac 2º 
PKC ε 90 
1:1000 en leche 
al 5% en TTBS 
Santacruz Conejo 
1:5000 en leche 
al 5% en TTBS 
Calbiochem 
PKC ζ 72 
1:1000 en leche 
al 5% en TTBS 
Santacruz Conejo 
1:5000 en leche 
al 5% en TTBS 
Calbiochem 
PKC δ 78 
1:1000 en leche 
al 5% en TTBS 
Santacruz Conejo 
1:5000 en leche 
al 5% en TTBS 
Calbiochem 
HIF-1 α 120 
1:1000 en leche 





1:5000 en leche 
al 5% en TTBS 
Calbiochem 
 
Tabla 2. Anticuerpos utilizados. Se indica la proteína diana y su peso molecular, así como la dilución 
empleada en los anticuerpos primario y secundario, el organismo que reconoce el anticuerpo secundario y 
la procedencia comercial. 
 
 




3.6 MEDIDA DE ACTIVIDAD DE CASPASA 3 
 
Para la medida de la actividad de la caspasa 3, se empleó el sustrato colorimétrico Ac-
DEVD-pNA (Calbiochem). Tras los distintos tratamientos, se recogieron las células, se 
lavaron con PBS frío, se resuspendieron en el tampón de lisis de caspasas (apartado 
3.11) y se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se centrifugaron a 10000 g 
a 4 ºC, recogiendo el sobrenadante y midiendo la concentración de proteína por el 
método Bradford (Sigma). Alícuotas de 50 μg de cada tratamiento se atemperaron 10 
min a 37 ºC en el tampón de ensayo de caspasas (apartado 3.11) y se inició la reacción 
colorimétrica añadiendo el sustrato a una concentración final de 200 μM. La reacción se 
mantuvo en la oscuridad a 37 ºC durante 4 h, midiendo la absorbancia a 405 nm cada 30 
min. 
 
3.7 EXPRESIÓN GÉNICA 
 
Extracción del RNA 
 
Para la extracción del RNA total de las células se empleó el reactivo Ultraspec 
(Biotecx).  Tras los distintos tratamientos las células se homogeneizaron en Ultraspec y 
se mantuvieron 5 min a 4 ºC para permitir la disociación completa de los complejos 
nucleoproteicos. Posteriormente, tras 15 s de fuerte agitación con cloroformo, se 
mantuvieron a 4 ºC 5 min y se centrifugaron a 12000 g 15 min a 4 ºC. Tras la 
centrifugación se separan una fase acuosa y otra orgánica. Se recogió la fase acuosa y se 
precipitó el RNA con isopropanol manteniéndolo 10 min a 4 ºC y centrifugando 
posteriormente a 12000 g 10 min a 4 ºC. El sedimento de RNA se lavó dos veces con 
etanol al 75%, se secó y se disolvió en agua con DEPC al 0,1%. La concentración de 





De cada muestra se retrotranscribieron 5 μg del RNA total a cDNA en un termociclador 
(MultiGene II, LabNets) utilizando la retrotranscriptasa SuperScript II (Invitrogen) y 
 




oligómeros oligo(dT) (Invitrogen) como cebadores. A 5 μg de RNA se le añadieron 
oligómeros oligo(dT) 50μM y una mezcla 10 mM de nucleótidos (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP). La mezcla se calentó a 65 ºC 5 min para eliminar posibles apareamientos 
secundarios y después se incubó en hielo 1 min. Tras este proceso, se añadió DTT 0,1 
M, 2 U/μl del inhibidor de RNasa RNaseOUT (Invitrogen), 20 U/μl de retrotranscriptasa 
SuperScript II (Invitrogen) y el tampón comercial óptimo para el funcionamiento de la 
enzima. La mezcla se incubó a 42 ºC 50 min y después se inactivó calentando 15 min a 
70 ºC. 
Posteriormente, 10 μl del cDNA obtenido se amplificó usando un termociclador (7900 
HT Fast Real Time PCR System, Applied Biosystems) empleando SYBRGreen 
(Applied Biosystems) para la detección del DNA. Los cebadores empleados se 
diseñaron a partir de las secuencias de los mRNA humanos de β-actina, PKC ε y PKC ζ 
que aparecen registrados en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) con 
el programa PrimerExpress (Applied Biosystems). Los cebadores utilizados se 
presentan en la Tabla 3. Los datos se analizaron utilizando el programa informático SDS 
Software (Applied Biosystems). Cada muestra se analizó por duplicado y se normalizó 







Antisentido: 5’ CAAATAGTGATGACCTGGCCGT 3’ 
Sentido: 5’ AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 3’ 
PKC ε NM_005400.2 
Antisentido: 5’ GCTGAGTGTCTCCAACACAGG 3’ 
Sentido: 5’ ACTTTGGTGAAGACCTGATGC 3’ 
PKC ζ NM_002744.4 
Antisentido: 5’ GCCAGTTATCGATGGGATGG 3’ 
Sentido: 5’ AGCCCAAGCCCCTGAGAG 3’ 
 
Tabla 3. Cebadores empleados para la RT-qPCR. Se indica el gen diana, la referencia secuencia del 
mRNA en el NCBI y las secuencias de los cebadores con sentido y antisentido. 
 
3.8 SILENCIAMIENTO DEL RNA 
 
Para el silenciamiento de PKC ε se utilizó el RNA de interferencia (siRNA) (5’ 
CTGTGAAGGTCTTAAAGAA) sintetizado por Gene Link. El siRNA se transfectó 
 




con lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante a células 
a un 50% de confluencia. Brevemente, 100 pmol de siRNA se diluyeron en medio 
DMEM sin suero y se mezclaron con la lipofectamina también disuelta en el mismo 
medio sin suero. Tras 20 min de incubación para la formación de los complejos siRNA-
lipofectamina 2000, la mezcla se añadió a las células. Al día siguiente se cambió el 
medio y se iniciaron los tratamientos. 
 
3.9 MICROSCOPÍA CONFOCAL 
 
Los experimentos de microscopía confocal se llevaron a cabo con células a un 60% de 
confluencia, para poderlas analizar de forma individualizada. Para estos experimentos se 
emplearon sondas fluorescentes con una cola acetoximetiléster (AM) que las hace 
permeable a las células. Una vez en el interior de las células, las esterasas intracelulares 
rompen esta cola AM, quedando la sonda dentro de las células. En estos experimentos, 
las células se cargaron con la(s) sonda(s) correspondiente(s) el tiempo indicado para 
cada sonda en oscuridad y en el tampón de carga (apartado 3.11). Pasado este tiempo se 
lavó el exceso de sonda y se mantuvieron las células en dicho tampón durante 30 min en 
oscuridad para dejar actuar a las esterasas y para que se eliminase el exceso de sonda del 
interior de las células. Después las células se colocaron en una cámara sellada y 
termostatizada sobre el microscopio. Para inducir la isquemia se sustituyó el medio de 
carga por tampón de isquemia (apartado 3.11) y se gaseó la cámara con nitrógeno. En la 
recuperación se eliminó la hipoxia y se añadió glucosa como en las condiciones 
iniciales. Las imágenes se tomaron con un microscopio confocal Leica y se analizaron 
con el programa LCS Lite. Se analizó la fluorescencia de al menos 40 células por 
experimento y se normalizó la media respecto al punto inicial. 
 
Apertura del poro de transición mitocondrial 
 
Para medir la apertura del mPTP en células individualizadas empleamos el método 
descrito por Petronilli y cols 139. Esta técnica se basa en la carga de las mitocondrias con 
calceína-AM (Anaspec) (λexcitación/emisión = 494/517 nm) y cloruro de cobalto (Sigma). La 
calceína-AM, no fluorescente, difunde pasivamente en las células gracias a su cola AM 
y se acumula en los compartimentos celulares, incluyendo las mitocondrias. Una vez 
dentro de la células, las esterasas intracelulares rompen la cola AM liberando la 
 




calceína, fluorescente y polar. Por su parte, el cloruro de cobalto entra al citosol de las 
células donde desactiva (quenching) la emisión de la calceína, de modo que la 
fluorescencia de calceína que se detecte corresponderá a la calceína acumulada en las 
mitocondrias. Cuando el mPTP se abre, la calceína sale a través del poro, observándose 
un descenso en su fluorescencia.  
Para medir la apertura del poro, se cargaron las células con  calceína-AM 1 μM y con el 
cloruro de cobalto 1μM durante 15 min a 37 ºC en la oscuridad, se lavaron y se dejaron 
30 min a 37 ºC en oscuridad para eliminar el exceso de sonda, obteniéndose imágenes 
cada 5 min durante 60 min de isquemia. 
 
Potencial de membrana mitocondrial 
 
Para medir el potencial de membrana se empleó tetrametilrodamina metil éster 
(TMRM) (Anaspec) (λexcitación/emisión = 549/573 nm). El TMRM es un fluorescente 
catiónico permeable a las células y que es secuestrado por las mitocondrias activas, por 
lo que se emplea para medir el potencial de membrana mitocondrial. Para medir la 
despolarización del potencial mitocondrial las células se cargaron con TMRM 1μM 
durante 15 min a 37 ºC en oscuridad, se lavaron y se dejaron 30 min a 37 ºC en 
oscuridad para eliminar el exceso de sonda, tomándose imágenes cada 5 min durante 60 
min de isquemia y 25 de recuperación. 
 
Medida del calcio mitocondrial 
 
Para medir el calcio mitocondrial se empleó una sonda específica, rhod-2 AM 
(Anaspec) (λexcitación/emisión = 549/578 nm). Las células se cargaron con rhod-2 AM 2,2 
mM durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad, se lavaron y se dejaron 15 
min en oscuridad para eliminar el exceso de sonda. Adicionalmente, se pretrataron 
durante 15 min con tapsigargina 2 μM (Sigma), un inhibidor de la Ca2+/ATPasa del 
retículo endoplásmico, para evitar interferencias con el calcio del retículo. Se tomaron 
imágenes cada 15 s durante 60 min de isquemia. 
 




Medida de especies reactivas de oxígeno 
 
Para medir ROS se utilizó dihidrorodamina 123 (DHR 123) (Anaspec) (λexcitación/emisión = 
507/529 nm). La DHR 123 es un indicador no fluorescente y sin carga que difunde a 
través de las membranas pasivamente hasta ser oxidado por ROS, convirtiéndose en 
rodamina 123, catiónica y fluorescente, que se localiza en las mitocondrias. Por eso se 
emplea para medir las ROS preferentemente generados en la mitocondria. Las células se 
cargaron con DHR 123 10 μM durante 30 min a 37 ºC en oscuridad, se lavaron y se 
mantuvieron durante 15 min a 37 ºC en oscuridad para eliminar el exceso de sonda y se 
tomaron imágenes cada 5 min durante 60 min de isquemia y 15 de recuperación. 
 
3.10 MEDIDA DEL HINCHAMIENTO MITOCONDRIAL (SWELLING) 
 
Aislamiento de las mitocondrias 
 
El aislamiento de las mitocondrias se realizó según el método descrito por Khaliulin y 
cols 140. Tras los distintos tratamientos se recogieron las células, se lavaron con PBS frío 
y seguidamente se resuspendieron en el tampón de aislamiento mitocondrial (apartado 
3.11), lisándose con un homogeneizador Douncer de tipo B. Los homogeneizados se 
centrifugaron a 480 g durante 10 min a 4 ºC para eliminar los restos celulares y el 
sobrenadante, en el que se encuentran las mitocondrias, centrifugándose de nuevo a 
10000 g 10 min a 4 ºC. El sedimento, correspondiente a las mitocondrias, se lavó y 
resuspendió en el tampón de resuspensión mitocondrial (apartado 3.11) y se determinó 
la concentración de proteínas por el método Bradford (Sigma) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
Medida del swelling mitocondrial 
 
Para medir la capacidad de resistencia al mismo utilizamos el método descrito por Ruiz-
Meana y cols 141, que se basa en la relación entre la apertura del mPTP inducida por 
cloruro cálcico y el aumento del volumen mitocondrial como consecuencia de dicha 
apertura, medido como un descenso de la absorbancia a 520 nM. Las mitocondrias (0,5 
mg de proteína) se resuspendieron en el tampón de swelling (apartado…) en una cubeta 
 




de espectrofotometría. Tras 2 min de estabilización se añadió CaCl2 250 μM midiéndose 
la absorbancia a 520 nM cada 15 s durante 7 min. 
 
3.11 COMPOSICIÓN DE TAMPONES 
 
Tampón de isquemia 
Contiene: 
5 mM HEPES, pH 7,4, 154 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 3,6 mM NaHCO3 y 2,3 mM CaCl2. 




8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,6, 2,7 mM KCl y 0,14 mM NaCl. 
 
Tampón de lisis 
Contiene: 
20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 5 mM MgSO4 y 0,5 mM EGTA. 
Inhibidores: 1% de 2-mercaptoetanol, 0,1 mM Na3VO4, 20 mM NaF, 10 µg/ml 
leupectina y 1 mM PMSF. 
 
Tampón de extracción mitocondrial 
Contiene: 
20 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 mM EDTA-K2, 250 mM 
sacarosa, 1 mM EGTA y 1mM DTT. 
Inhibidores: 1% de 2-mercaptoetanol, 0,1 mM Na 3 VO4, 20 mM NaF, 10 µg/ml 
leupectina y 1 mM PMSF. 
 
Tampón de Laemmli 1X 
Contiene: 
6,25 mM Tris-HCl, pH 6,8, 50 mM EDTA, 2% de SDS , 10% de sacarosa , 5% de 2-
mercaptoetanol y 0,004% de azul de bromofenol. 
 






20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 137 mM NaCl y 0,05% de Tween-20. 
 
Medio de unión para citometría 
Contiene: 
10 mM HEPES-NaOH, pH 7,4, NaCl 140 mM y CaCl2 2,5 mM. 
 
Tampón de lisis de caspasas 
Contiene: 
50 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 0.1% CHAPS, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA.  
 
Tampón de ensayo de caspasas 
Contiene: 
50 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 0.1% CHAPS, 10 mM DTT, 0,1 mM EDTA y 
10% de glicerol. 
 
Tampón de carga 
Contiene: 
10 mM Na-HEPES, pH 7,3, 0,137 M NaCl, 5,4 mM KCl, 0,25 mM Na2HPO4, 0,44 mM 
KH2PO4, 1,3 mM CaCl2, y 1 mM MgSO4. 
 
Tampón de aislamiento mitocondrial 
Contiene: 
10 mM MOPS, pH 7,5, 250 mM sacarosa, 1 mM EGTA y 5 mM KH2PO4. 
 
Tampón de resuspensión mitocondrial 
Contiene: 
10 mM MOPS, pH 7,5 250 mM sacarosa y 5 mM KH2PO4. 
 




Tampón de swelling 
Contiene: 
10 mM Tris-HCl, pH 7,3, 120 mM sacarosa, 120 mM KCl, 20 mM MOPS y 5 mM 
KH2PO4. 
 
3.12 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los datos se presentan como la media ± error estándar. Las comparaciones estadísticas 
se realizaron mediante una t de Student. Una p<0,05 se consideró estadísticamente 







































Acción de la ceramida y de la esfingosina 1-fosfato en la protección de la muerte 
inducida por isquemia y recuperación 
 
El primer objetivo fue determinar si la ceramida y/o la S1P protegían de la muerte 
inducida por isquemia en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Para ello, 
basándose en resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio que mostraban que 
después de 3 h de isquemia y 16 h de recuperación se producía una muerte de al menos 
el 30%, las células se sometieron a dicho tratamiento en presencia o ausencia de 
distintas dosis de ceramida y S1P, midiéndose posteriormente la viabilidad celular 
mediante un ensayo con MTT. Como se puede ver en la Figura 9, ambos esfingolípidos 
protegieron de la muerte celular cuando se administraron a concentraciones bajas, no 
teniendo ningún efecto protector, en el caso de la S1P (Figura 9B), o incluso 
provocando la muerte de más del 40% de las células a concentraciones más altas en el 
caso de la ceramida (Figura 9A). La protección fue completa a las concentraciones de 
10 μM para ceramida y 1μM para S1P. En vista de estos resultados se eligieron estas 
dosis para evaluar el efecto protector de estos esfingolípidos.  
 







































Figura 9. Dosis respuesta de esfingolípidos en la viabilidad celular. Las células fueron sometidas a 3 h 
de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el control) en presencia o ausencia (sin tratamiento) de 
distintas dosis de los esfingolípidos, midiéndose posteriormente la viabilidad por MTT. (A) Efecto en la 
viabilidad de distintas dosis de ceramida (Cer). (B) Efecto en la viabilidad de distintas dosis de S1P. 
*p<0,05. 
 
Teniendo en cuenta que los procesos que suceden durante la isquemia y la recuperación 
son muy distintos, el siguiente paso fue determinar en qué parte del proceso de la 
isquemia/recuperación se producía la protección por parte de la ceramida y de la S1P y 






con otros protectores ya descritos. Para ello, se formaron 6 grupos de células y se 
sometieron a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación añadiendo el esfingolípido 3 h 
antes de la isquemia como precondicionamiento y/o durante la isquemia y/o en la 
recuperación siguiendo el esquema de la Figura 10. Así, en el Grupo 1 el esfingolípido 
sólo se añadió durante el precondicionamiento, en el Grupo 2 sólo en la isquemia, en el 
Grupo 3 sólo en la recuperación, en el Grupo 4 en el precondicionamiento y en la 




Figura 10. Esquema de tratamientos con los esfingolípidos en las distintas fases de la 
isquemia/recuperación. El esfingolípido se añadió en las fases marcadas con negro. 
 






































Figura 11. Efecto de los esfingolípidos sobre la viabilidad celular en las distintas fases de la 
isquemia/recuperación. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación (excepto 
el control) en presencia o ausencia (sin trat.) de los esfingolípidos en precondicionamiento (1), durante la 
isquemia (2), durante la recuperación (3) en precondicionamiento y durante la isquemia (4), en la 
isquemia y la recuperación (5) y en precondicionamiento, durante la isquemia y la recuperación (6). La 
viabilidad se midió por MTT. (A) Efecto en la viabilidad del tratamiento con ceramida 10 μM. (B) Efecto 
en la viabilidad del tratamiento con S1P 1 μM. *p<0,05. 
 
Como se observa en la Figura 11 ambos esfingolípidos protegieron en los seis grupos, 
produciéndose la mayor protección cuando estaban presentes tanto en la isquemia como 
en la recuperación. Como la máxima protección se produjo cuando el esfingolípido 













estaba presente tanto en la isquemia como en la recuperación, independientemente de 
que hubiese habido un tratamiento previo (no existen diferencias entre el Grupo 5 y el 6 
para ninguno de los esfingolípidos), el resto de los experimentos se realizaron 
añadiendo el esfingolípido al inicio de la isquemia y manteniéndolo durante las fases de 
isquemia y recuperación sin pretratar, ya que el pretratamiento no parece aportar un 
beneficio extra en este caso. 
 
Acción protectora de la ceramida y de la esfingosina 1-fosfato en la apoptosis y en 
la necrosis 
 
Los procesos de isquemia y recuperación inducen muerte por apoptosis y por necrosis. 
Para estudiar la acción protectora de estos esfingolípidos frente a ambos tipos de 
muerte, tras someter a las células a los procesos de isquemia/recuperación en presencia 
y ausencia de los esfingolípidos, se llevó a cabo una citometría de flujo con anexina V-
FITC e ioduro de propidio para diferenciar los dos tipos de muerte. Como se aprecia en 
la Figura 12, la isquemia/recuperación provocó un aumento de la apoptosis temprana y 
de la necrosis y/o apoptosis tardía significativo respecto al control, alcanzándose más de 
un 10% de apoptosis temprana y de un 25% de necrosis y/o apoptosis tardía. El 





Figura 12. Acción de los esfingolípidos sobre la apoptosis temprana (apoptosis) y la necrosis y la 
apoptosis tardía (necrosis). Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación 
(excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida (Cer) 10 μM o S1P 1 μM midiéndose la 
apoptosis y la necrosis y/o apoptosis tardía por citometría de flujo con anexina V-FITC e ioduro de 
propidio. (A) Cuantificación de los porcentajes de muerte *p<0,05. (B) Citometría representativa de los 
resultados. 
























Con el fin de analizar si la protección de los esfingolípidos de cada tipo de muerte 
dependía de en qué fase actuaba el esfingolípido (isquemia o recuperación), tratamos las 
células con el esfingolípido sólo durante la isquemia (Grupo 2), sólo durante la 
recuperación (Grupo 3) o en ambas fases (Grupo 5) y se cuantificaron por citometría de 
flujo la apoptosis temprana y la necrosis y/o apoptosis tardía. En la Figura 13A se 
observa que la ceramida protegió completamente de la necrosis y/o de la apoptosis 
tardía tanto durante la isquemia como durante la recuperación, así como cuando estuvo 
presente en ambas fases. En el caso de la apoptosis temprana, sin embargo, sólo se 
produjo protección cuando la ceramida estuvo presente en la isquemia y en la 
recuperación. Por su parte, la S1P protegió completamente de la apoptosis temprana 
tanto durante la isquemia como en la recuperación y sólo parcialmente de la necrosis y/o 
de la apoptosis tardía en cada una de las fases, siendo la protección completa al estar 
presente en ambas (Figura 13B).  
 
Figura 13. Efecto de los esfingolípidos sobre la apoptosis temprana (apoptosis) y la necrosis y/o  la 
apoptosis tardía en las distintas fases de la isquemia/recuperación. Las células fueron sometidas a 3 h 
de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el control) en presencia o ausencia de los esfingolípidos, 
durante la isquemia (2), la recuperación (3) o ambas fases (5) y posteriormente se valoró la apoptosis 
temprana y la necrosis y/o apoptosis tardía por citometría de flujo con anexina-V-FITC e ioduro de 
propidio. (A) Efecto de ceramida (Cer) 10 μM en la apoptosis temprana y en la necrosis y/o apoptosis 
tardía en las distintas fases. (B) Efecto de S1P 1 μM en la apoptosis y la necrosis en las distintas fases. 
*p<0,05. (C) Citometría representativa de los resultados. 













































Rutas de señalización implicadas en la acción de la ceramida y de la esfingosina 1-
fosfato 
 
Una vez demostrada la protección que ejercen la ceramida y la S1P frente a la apoptosis 
y a la necrosis inducidas por isquemia/recuperación, se planteó estudiar qué rutas 
estarían implicadas en dicha protección. Las vías de distintas proteínas quinasas: PKC, 
PI3K/Akt y MAPK se han relacionado comúnmente con la supervivencia y son 
activadas por distintos protectores isquémicos. Utilizando inhibidores específicos de 
estas quinasas (BSM para las PKC, WT para PI3K e IE para ERK) se llevó a cabo un 
análisis con MTT para comprobar si estas rutas se activan en respuesta a ceramida y a 
S1P en isquemia/recuperación. Como se observa en la Figura 14, la protección ejercida 
tanto por ceramida como por S1P, está mediada por PKC, PI3K y ERK, ya que la 
protección se impidió completamente con el uso de los inhibidores específicos. En el 
caso de S1P se muestra también que su efecto protector está mediado por receptor, ya 
que se impidió completamente en presencia de PTX, un inhibidor de proteínas Gi, a las 
cuales se acoplan los receptores S1PRs (Figura 14B). 
 




































Figura 14. Acción de diferentes inhibidores sobre la protección ejercida por esfingolípidos. Las 
células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el control) en presencia o 
ausencia (sin tratamiento) de ceramida (Cer) 10 μM (A) o S1P 1 μM (B) y BSM 10 nM, WT 10 nM, IE 3 
μM y 100 ng/ml de PTX cuando se indica. A continuación se valoró la viabilidad por MTT. *p<0,05. 
 
Papel diferencial de las diferentes isoformas de PKC en la acción protectora de 
ceramida y esfingosina 1-fosfato 
 
Los resultados de la Figura 14 indican que al menos una isoforma de la familia de las 






se inhibe en presencia de BSM. Varios autores han descrito que PKC ε está implicada 
en la acción protectora de distintos compuestos frente a la isquemia, por lo que se 
procedió a analizar si este era el caso de la ceramida y de la S1P. Para ello, se 
transfectaron células con siRNA frente a PKC ε, analizando la viabilidad por MTT. 
Como se observa en la Figura 15A la inhibición de PKC ε impidió la protección 
inducida por ambos esfingolípidos. 
 





















































Figura 15. Implicación de PKC ε y PKC ζ en la acción de los esfingolípidos sobre la viabilidad 
celular en isquemia/recuperación. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de 
recuperación (excepto el control) en presencia o ausencia (sin tratamiento) de ceramida (Cer) 10 μM (A y 
B) o S1P 1 μM (A y C) y siRNA frente a PKC ε (A) y BSM 10 nM, V1-2 5 μM, y PS 50 nM (B y C) 
cuando se indica. Se valoró la viabilidad mediante ensayos con MTT. *p<0,05. 
 
Teniendo en cuenta, por una parte, que la ceramida y la S1P protegen de la apoptosis y 
de la necrosis (Figura 12) y por otra que la protección está mediada por PKC ε (Figura 
15), se planteó la posibilidad de que dicha PKC ε podría mediar la protección 
impidiendo de forma diferencial la muerte por apoptosis o por necrosis. Para 
comprobarlo se trataron las células con V1-2, inhibidor específico de la translocación de 






impidió la protección inducida por los esfingolípidos frente a la necrosis y/o apoptosis 
tardía. Sin embargo, no fue capaz de inhibir la protección frente a la apoptosis temprana 
en el caso de la ceramida (Figura 16A) y sólo lo hizo parcialmente en el caso de la S1P 
(Figura 16B), siendo significativamente distinto del control y de la 
isquemia/recuperación. Estos resultados indican que PKC ε media la protección frente a 
la necrosis y/o apoptosis tardía en ambos esfingolípidos, pero no frente a la apoptosis 
temprana para la ceramida y sólo en parte para la S1P. Sin embargo, el tratamiento con 
BSM impidió completamente la protección de ambos tipos de muerte para los dos 
esfingolípidos. Estos datos sugerían que al menos otra isoforma de PKC está implicada 
en la protección de los esfingolípidos frente a la apoptosis inducida por 
isquemia/recuperación. PKC α, PKC γ y PKC ζ han sido descritas en varias rutas de 
supervivencia en distintos modelos de muerte, pero datos previos del laboratorio 
indicaron que no existían modificaciones ni de PKC α ni de PKC γ en nuestras 
condiciones, por lo que se consideró que la isoforma implicada en la protección podría 
ser PKC ζ. Para comprobar esta hipótesis se utilizó un inhibidor pseudosustrato de PKC 
ζ (PS) y se llevó a cabo un estudio por citometría de flujo igual al anterior. Como puede 
observarse en la Figura 16, en presencia de PS se inhibió completamente la protección 
frente a la apoptosis temprana de ambos esfingolípidos, así como la de la necrosis y/o 
apoptosis tardía. La implicación de la PKC ζ en la protección mediada por la ceramida y 
la S1P la confirmamos mediante un ensayo con MTT (Figura 15). 
Teniendo en cuenta que la mitocondria juega un papel fundamental en la regulación de 
la apoptosis y de la necrosis y, en concreto, en el daño producido por la 
isquemia/recuperación, y el papel mediador de PKC ε y PKC ζ en la protección 
inducida por ceramida y S1P, se procedió a analizar si estas isoformas son capaces de 
actuar directamente en la mitocondria. Como los acontecimientos que ocurren en la 
mitocondria para dar lugar a la muerte posterior son bastante tempranos, se midió la 
translocación de ambas isoformas a la mitocondria en dos situaciones diferentes (1 hora 










Figura 16. Medida de la apoptosis temprana y de la necrosis y/o apoptosis tardía en presencia de los 
esfingolípidos y de diferentes inhibidores de PKC. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 
h de recuperación (excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida (Cer) 10 μM (A) o S1P 1 μM 
(B) y BSM 10 nM, V1-2 5 μM, y PS-PKC ζ (PS) 50 nM cuando se indica. Se valoró la apoptosis 
temprana y la necrosis y/o apoptosis tardía por citometría de flujo con anexina V-FITC e ioduro de 
propidio. *p<0,05. 
 
En la Figura 17A se observa que tanto la ceramida como 1 h de isquemia por separado 
indujeron la translocación de PKC ε a la mitocondria, mientras que cuando la ceramida 
fue añadida durante la isquemia la translocación fue menor incluso que el control. A 
pesar de esta menor translocación, los niveles de PKC fueron mayores de lo esperado, 
lo que sugiere un aumento general de la expresión. Después de 3 h de isquemia y 30 
min de recuperación, tanto la ceramida como la isquemia/recuperación fueron capaces 
de translocar PKC ε, y cuando la ceramida estaba presente durante la 
isquemia/recuperación el efecto pareció ser aditivo. Respecto a PKC ζ, la ceramida sola 
indujo su translocación, manteniéndose altos niveles en el citosol, lo que también 
sugiere un aumento de expresión. En la mitocondria, cuando la ceramida estaba presente 
durante la isquemia, no se observó diferencia respecto al mismo tiempo de acción de la 














































isquemia por sí sola, pero los resultados indican que puede haber un aumento de 
expresión, ya que aumenta la cantidad en el citosol. La isquemia/recuperación provocó 
la translocación de PKC ζ a la mitocondria, que no varió en presencia de ceramida. Sin 
embargo, podría haber un aumento de la expresión porque los niveles detectados en el 
citosol parecen más elevados. 
 
 
Figura 17. Efecto de la isquemia y de la ceramida sobre los niveles de de PKC ε y PKC ζ. Las células 
fueron sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperación (I/R) (excepto el 
control) en presencia o ausencia de ceramida. Posteriormente se extrajeron las proteínas de mitocondrias 
y citosol y se realizó un Western blot frente a PKC ε o PKC ζ (A) o se extrajo el RNA y se realizó una 
RT-qPCR frente a PKC ε o PKC ζ utilizando la β-actina como gen de referencia (B). *p<0,05. 
 
Para comprobar el posible aumento de la expresión de las isoformas PKC ε y PKC ζ, se 
llevó a cabo una RT-qPCR. En la Figura 17B se observa que tanto la isquemia como el 
tratamiento con ceramida por sí solos indujeron un aumento de expresión de PKC ε del 
100%, siendo el efecto aditivo en las células sometidas a isquemia y tratadas con 







































durante la recuperación. Sin embargo, en ningún caso pudieron observarse variaciones 
en los niveles de PKC ζ. 
En cuanto a la acción de la S1P, en la Figura 18A se aprecia que tanto el tratamiento 
con S1P como la isquemia aumentaron la translocación de PKC ε y cuando se 
administró S1P durante la isquemia, el efecto resultó aditivo. También puede observarse 
que después de 3 h de isquemia y 30 min de recuperación ocurrió lo mismo. Respecto a 
PKC ζ, el tratamiento con S1P indujo la translocación de la isoforma, pero no se 
observaron muchas diferencias en la mitocondria al tratar con S1P durante la isquemia, 
aunque es posible que haya un aumento de expresión de la enzima en el citosol como 
ocurría con la ceramida. Sin embargo, la presencia de S1P disminuyó la translocación 
inducida por la isquemia y la recuperación. 
 
 
Figura 18. Efecto de la isquemia y de S1P sobre los niveles de de PKC ε y PKC ζ. Las células fueron 
sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperación (I/R) (excepto el control) 
en presencia o ausencia de S1P. Posteriormente se extrajeron las proteínas de mitocondrias y citosol y se 
realizó un Western blot frente a PKC ε o PKC ζ (A) o se extrajo el RNA y se realizó una RT-PCR frente a 




































Los valores del análisis con RT-qPCR para comprobar variaciones en la expresión de 
PKC ε y PKC ζ en presencia de S1P se muestran en la Figura 18B. Puede observarse 
que la S1P impidió completamente el aumento de PKC ε inducido por la isquemia y la 
isquemia/recuperación. Los niveles de PKC ζ no variaron con los tratamientos. 
 
Papel de la actividad caspasa en la acción protectora de ceramida y esfingosina 1-
fosfato 
 
Teniendo en cuenta que la actividad caspasa es una consecuencia de la inducción de 
apoptosis, se realizaron experimentos encaminados a conocer si la actividad de la 
caspasa 3 se modificaba tras el tratamiento con los esfingolípidos. 
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Figura 19. Acción de la isquemia/recuperación y el tratamiento con esfingolípidos sobre la actividad 
de la caspasa 3. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el 
control) en presencia o ausencia (sin tratamiento) de ceramida 10 μM (A) o S1P 1 μM (B) y V1-2 5 μM, y 
PS 50 nM cuando se indica. Posteriormente se extrajeron las proteínas y se valoró la actividad de la 
caspasa 3 con el sustrato colorimétrico Ac-DEVDpNa. Se muestra el aumento de actividad respecto al 
control. *p<0,05. 
 
Para ello se realizaron ensayos colorimétricos empleando el sustrato Ac-DEVDpNa 
específico para la caspasa 3. Como se observa en la Figura 19, la isquemia/recuperación 
incrementó la actividad de esta enzima más del doble. El tratamiento con los 
esfingolípìdos durante la isquemia/recuperación condujo a una reducción de esta 
actividad, completamente en el caso de la S1P y manteniéndose ligeramente por encima 
del control en el caso de la ceramida. La menor actividad resultante del tratamiento con 
ceramida durante la isquemia/recuperación fue impedido parcialmente al inhibir PKC ζ 






caso del tratamiento con S1P, la reducción en la actividad caspasa fue inhibida 
significativamente tanto por V1-2 como por PS. Sin embargo, con ninguno de los 
inhibidores se alcanzaron los niveles de activación obtenidos durante la 
isquemia/recuperación en ausencia del esfingolípido, alcanzándose una activación de 




Figura 20. Distribución de PKC δ por acción de la isquemia y el tratamiento con ceramida. Las 
células fueron sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperación (I/R) 
(excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida (Cer). Posteriormente se extrajeron las proteínas 
de citosol, membrana y núcleo (A) o de la mitocondria y el citosol (B) y se realizó un Western blot frente 
a PKC δ. 
 
Un mediador frecuente en la apoptosis y en la necrosis es PKC δ, cuya acción ha sido 
descrita en la muerte inducida por isquemia/recuperación. Con el fin de analizar si los 
esfingolípidos tenían algún efecto sobre esta enzima, y teniendo en cuenta que se ha 
relacionado la muerte celular con la translocación de PKC δ a la membrana plasmática y 
fundamentalmente al núcleo, se realizó un Western blot para detectar PKC δ en dichas 
fracciones subcelulares de células sometidas a 1 h de isquemia o a 3 h de isquemia y 30 
min de recuperación. Además, dada la importancia de la mitocondria en la muerte 
inducida por la isquemia/recuperación, se analizó también la translocación de PKC δ a 
la mitocondria. Como se puede apreciar en la Figura 20, la isquemia indujo la 






variación en la mitocondria. El tratamiento con ceramida durante la isquemia redujo la 
translocación de PKC δ al núcleo y a la membrana, y se provocó su translocación a la 
mitocondria. Después de 3 h de isquemia y 30 min de recuperación, sin embargo, los 
niveles de PKC δ tanto en la membrana como en el núcleo disminuyeron, aumentando 
notablemente en la mitocondria. El tratamiento con ceramida durante la 
isquemia/recuperación no tuvo ningún efecto en los niveles de PKC δ tanto en la 
membrana como en el núcleo, pero sí en la mitocondria, donde impidió la translocación 




Figura 21. Distribución de PKC δ por acción de la isquemia y el tratamiento con S1P. Las células 
fueron sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperación (I/R) (excepto el 
control) en presencia o ausencia de S1P. Posteriormente se extrajeron las proteínas de citosol, membrana 
y núcleo (A) o de la mitocondria y el citosol (B) y se realizó un Western blot utilizando un anticuerpo 
anti-PKC δ. 
 
Respecto a la S1P, en la Figura 21 se puede apreciar que tanto la S1P en condiciones 
normales como la isquemia, indujeron la translocación de PKC δ al núcleo y a la 
membrana, pero cuando se administró el esfingolípido durante la isquemia, se redujo 
sorprendentemente la translocación en ambas fracciones. En la mitocondria, la S1P en 
normoxia provocó un pequeño aumento de la isoforma, pero cuando se administró 
durante la isquemia no se observaron diferencias respecto a la isquemia. Después de 3 h 






membrana y en el núcleo disminuyeron y aumentaron notablemente en la mitocondria. 
El tratamiento con S1P durante la isquemia/recuperación aumentó la translocación de 
PKC δ a la membrana y no tuvo ningún efecto en los niveles de la isoforma en el 
núcleo. En la mitocondria, el tratamiento con S1P redujo considerablemente la 
translocación de PKC δ inducida por la isquemia/recuperación incluso por debajo del 
control. 
 
La ceramida impide la sobrecarga de calcio mitocondrial durante la isquemia a 
través de ROS y del mPTP 
 
A la vista de los resultados obtenidos implicando a la mitocondria en la protección 
inducida por ceramida y S1P (Figuras 17, 18 y 19), el siguiente objetivo fue profundizar 
en el mecanismo de acción de estos esfingolípidos en la mitocondria.  
Aunque se ha descrito la apertura del mPTP durante la recuperación, no se ha observado 
nunca directamente si éste puede abrirse durante la isquemia. Por lo tanto, se procedió a 
estudiar qué ocurría en nuestro modelo experimental y cuál era el efecto de los 
esfingolípidos. Para ello analizamos la apertura del poro por microscopía confocal con 
calceína y cloruro de cobalto. La calceína se acumula en las mitocondrias y en el 
citosol, pero su fluorescencia es desactivada (quenching) en el citosol por cloruro de 
cobalto. Si el mPTP se abre, se observa un descenso de la fluorescencia de la calceína al 
salir ésta de las mitocondrias a través del mPTP. En la Figura 22A se muestran los 
resultados obtenidos, indicando que la isquemia provoca una ligera apertura del mPTP y 
que el tratamiento conjunto con la ceramida induce una apertura mucho mayor. Se 
puede asegurar que se trata de apertura del mPTP porque el efecto de la ceramida se 
inhibe con CsA. Los resultados obtenidos en presencia de los inhibidores V1-2 y PS 
indican la implicación de las isoformas PKC ε y PKC ζ en la apertura inducida por 
ceramida (Figura 22B). S1P, por su parte, impidió la ligera apertura provocada por la 






La apertura controlada y reversible del mPTP puede impedir la sobrecarga de calcio en 
la mitocondria, que conduce a la apertura irreversible del poro en la recuperación y en 
consecuencia a la muerte de la célula. Para comprobar si este era el mecanismo de 
protección de la ceramida, se analizó el calcio mitocondrial por microscopía confocal 
con la sonda de calcio rhod-2 AM, específica para el calcio mitocondrial. Como se 
observa en la Figura 23, la isquemia produjo un aumento de la carga de calcio, 
fundamentalmente a partir de los 40 min de isquemia, de más de un 20%. Por su parte, 
el tratamiento con ceramida provocó un descenso de la concentración de calcio 
mitocondrial que fue impedido por el tratamiento con CsA, inhibidor del mPTP, lo que 
indica que este efecto está mediado por la apertura del mPTP. Para comprobar que esta 
apertura realmente resultaba protectora, se realizaron ensayos con MTT en presencia de 
ceramida y CsA. En los resultados mostrados en la Figura 24 se puede apreciar como, 
efectivamente, la presencia de CsA impidió completamente el efecto protector de la 
ceramida, por lo que la apertura del mPTP inducida por el esfingolípido protege a las 
células de la muerte celular. Por otra parte, el tratamiento con CsA durante la 
recuperación también resultó protector, lo que indica que durante la recuperación se 
produce la apertura del mPTP, dando lugar al daño celular. 
 
 





























































Figura 22. Acción de los esfingolípidos y de la isquemia sobre la apertura del mPTP. Las células 
fueron marcadas con calceína-AM y CoCl2 y sometidas a 1 h de isquemia (excepto el control) con o sin 
ceramida 10 μM o S1P 1 μM y CsA 1 μM, V1-2 50 μM, PS 50 nM o rotenona 100 μM cuando se indica. 
Se adquirieron imágenes cada 5 min. (A y B) Fluorescencia relativa de al menos 40 células normalizadas 
respecto al punto inicial por cada tratamiento. (C) Fluorescencia de la calceína-AM en el punto inicial 










Figura 23. Efecto de la ceramida sobre el calcio mitocondrial durante la isquemia. Las células fueron 
marcadas con rhod-2 AM y sometidas a 1 h de isquemia con o sin ceramida 10 μM y CsA 1 μM cuando 
se indica. Se adquirieron imágenes cada 15 s. (A) Fluorescencia relativa de al menos 40 células 
normalizadas respecto al punto inicial por cada tratamiento. (B) Fluorescencia del rhod-2 AM en el punto 
inicial (t=0), a los 30 min (t=30’) y a la hora (t=60’) en los distintos tratamientos. 
 















































Figura 24. Efecto de la isquemia y de la ceramida sobre la viabilidad celular. Las células fueron 
sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el control) en presencia o ausencia (sin 
tratamiento) de ceramida (Cer) 10 μM y CsA 1 μM cuando se indica. Posteriormente se midió la 
viabilidad por MTT. isq: isquemia; rec: recuperación. *p<0,05. 
 
Con el fin de determinar a través de qué mecanismo la ceramida induce la apertura del 
mPTP durante la isquemia, se estudió la producción de ROS por microscopía confocal 
utilizando la sonda dihidrorodamina 123 (DHR 123). Está establecido que las ROS 
facilitan la apertura del mPTP, resultando en ocasiones aún más importantes que el 
propio calcio en dicha función. En la Figura 25 se observa cómo durante la isquemia se 
detectó un ligero aumento de aproximadamente el 10% en la generación de ROS, 
mientras que durante la recuperación aumentaron sus niveles más del 100% en pocos 
minutos. El tratamiento con ceramida durante la isquemia incrementó la producción de 
ROS alrededor de un 40% por encima de los niveles obtenidos durante la isquemia, 
mientras que durante el periodo de recuperación se redujeron los niveles de ROS 
significativamente. La presencia de PS impidió completamente el efecto de la ceramida 
durante la isquemia y la recuperación, por lo que se puede asegurar que la generación de 
ROS inducida por la ceramida está mediada por PKC ζ. Además, la acción de V1-2 
impidió la formación de ROS durante la isquemia, pero no durante la recuperación, lo 
que indica que es necesaria la acción de PKC ε para la generación de ROS inducida por 
la ceramida durante la isquemia y por la propia isquemia. Para comprobar que esta 
mayor formación de ROS era la responsable de la apertura del mPTP durante la 
isquemia en presencia de ceramida, se trataron las células con rotenona, un inhibidor de 






apertura del mPTP con calceína-AM y CoCl2. Como se puede apreciar en la Figura 
22B, el tratamiento con rotenona inhibió completamente la apertura del mPTP inducida 
por ceramida, por lo que se puede deducir que las ROS inducidas por la ceramida se 
generan en la cadena de transporte electrónico y son las responsables de la apertura del 
poro. 
 

























Figura 25. Efecto de la ceramida en la producción de ROS durante la isquemia. Las células fueron 
marcadas con DHR 123 y sometidas a 1 h de isquemia y 20 min de recuperación con o sin ceramida 10 
μM y V1-2 50 μM o PS-PKC ζ 50 nM cuando se indica. Se adquirieron imágenes cada 5 min. (A) 
Porcentaje de ROS respecto al control de la media de al menos 40 células normalizadas respecto al punto 
inicial por cada tratamiento.  
 
Efecto protector de la esfingosina 1-fosfato de las alteraciones inducidas por la 
isquemia en la mitocondria 
 
A la vista de que la S1P no provoca la apertura del mPTP durante la isquemia como 
ocurre con la ceramida (Figura 22A), y para dilucidar el mecanismo por el que lleva a 
cabo su protección la S1P, se procedió a analizar otras alteraciones que se producen en 
la mitocondria durante la isquemia/recuperación para ver si la S1P era capaz de proteger 
de alguna de ellas. Una de las principales alteraciones es la despolarización de la 
membrana mitocondrial. El potencial de membrana de la mitocondria se debe 
fundamentalmente al gradiente de protones generado por la cadena respiratoria. Durante 
la isquemia la ausencia de O2 afecta al funcionamiento de la cadena respiratoria y, en 
consecuencia, la membrana mitocondrial se despolariza. Si la caída de potencial es muy 






célula se muere. Para investigar los cambios en el potencial debidos a la isquemia y el 
efecto del tratamiento con S1P, se midió el potencial de membrana mediante 
microscopía confocal utilizando la sonda fluorescente TMRM. En la Figura 26 se 
muestran los resultados obtenidos. El tratamiento con S1P impidió parcialmente la caída 
de potencial producida por la isquemia y permitió cierta repolarización en la 
recuperación. Estos efectos fueron inhibidos completamente por V1-2, pero no por PS, 
lo que indica que están mediados por PKC ε pero no por PKC ζ.  
Otra alteración significativa que se produce durante la isquemia en la mitocondria es la 
sobrecarga de calcio, ya observada en la Figura 23, lo que conduce a la apertura del 
mPTP durante la recuperación, que es una de las principales causas del daño producido 
en la isquemia/recuperación. Teniendo esto en cuenta, se decidió analizar si el 
tratamiento con S1P modificaba la sobrecarga de calcio producida por la isquemia en la 
mitocondria. Como se observa en la Figura 27, el tratamiento con S1P durante la 
isquemia redujo significativamente la carga de calcio cerca de un 40%. Este efecto fue 
parcialmente inhibido por V1-2, lo que indica que el efecto está mediado por PKC ε. En 
otros sistemas se ha descrito que PKC ε activa el canal de potasio mitoKATP, cuya 
apertura está relacionada con la protección frente a la isquemia. El tratamiento con el 
inhibidor de dicho canal, 5HD, también impidió el descenso de calcio inducido por S1P, 
por lo que parece que este canal media la protección ejercida por el esfingolípido. La 
implicación del mitoKATP se confirmó por MTT, ya que el 5HD impidió parcialmente la 
protección mediada por S1P como se muestra en la Figura 28. 
Otra alteración importante que se produce durante la isquemia/recuperación en la 
mitocondria es la formación de ROS, observada en la Figura 25. En dicha Figura puede 
observarse que el tratamiento con S1P no afectó a los niveles de ROS durante la 









Figura 26. Efecto de la S1P sobre el potencial de membrana mitocondrial durante la 
isquemia/recuperación. Las células fueron marcadas con TMRM y sometidas a 1 h de isquemia y 25 
min de recuperación (excepto el control) con o sin S1P 1 μM y V1-2 50 μM o PS 50 nM cuando se 
indica. Se adquirieron imágenes cada 5 min. (A) Fluorescencia relativa de al menos 40 células 
normalizadas respecto al punto inicial por cada tratamiento. Las flechas indican el punto de inicio de la 
recuperación. (B) Fluorescencia del TMRM en el punto inicial (t=0), a los 40 min (t=40’) y a los 80 min 
(t=80’) en los distintos tratamientos. 





























Figura 27. Efecto de la S1P en el calcio mitocondrial durante la isquemia. Las células fueron 
marcadas con rhod-2 AM y sometidas a 1 h de isquemia con o sin S1P 1 μM y V1-2 50 μM, 5HD 300 μM 
o PS 50 nM cuando se indica. Se tomaron fotos cada 15 s. (A) Fluorescencia relativa de al menos 40 
células normalizadas respecto al punto inicial por cada tratamiento. (B) Fluorescencia del rhod 2-AM en 
el punto inicial (t=0), a los 30 min (t=30’) y a la hora (t=60’) en los distintos tratamientos 


















































Figura 28. Efecto del 5HD en la acción de la S1P sobre la viabilidad celular en isquemia. Las células 
fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el control) en presencia o ausencia de 
S1P 1 μM y 5HD 300 μM cuando se indica. Posteriormente se midió la viabilidad por MTT. *p<0,05. 
 
Cuando el mPTP se abre durante la recuperación, la entrada de solutos y agua provocan 
el hinchamiento (swelling) de la mitocondria. Si la apertura del mPTP es irreversible, la 
membrana externa de la mitocondria acaba rompiéndose y la célula muere. La 
capacidad de las mitocondrias para resistir este swelling se ha relacionado con la 
protección frente a la isquemia/recuperación. Como los resultados de los experimentos 
indican que la S1P protege a la mitocondria del daño producido por la 
isquemia/recuperación (Figuras 26 y 27), se procedió a analizar la capacidad de 
resistencia de las mitocondrias a este swelling tras el tratamiento con S1P. Para ello, 
aislamos mitocondrias de células que habían sido sometidas a 3 h de isquemia en 
presencia o ausencia de S1P y se midió el swelling mitocondrial como un descenso de la 
absorbancia a 520 nm tras inducir la apertura del mPTP con calcio. Como se puede 
apreciar en la Figura 29, mientras que en las mitocondrias sometidas a isquemia se 
produjo un gran swelling, correspondiente a un descenso de más del 15% de la 
absorbancia, éste fue significativamente menor en las mitocondrias tratadas con S1P 
durante la isquemia, lo que sugiere que la S1P induce el mantenimiento de la integridad 
































Figura 29. Efecto de la S1P en el hinchamiento de mitocondrias sometidas a isquemia. Las 
mitocondrias fueron extraídas de células sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperación (excepto el 
control) en presencia o ausencia de S1P 1 μM y se midió el descenso en la absorbancia a 520 nm tras 
inducir el hinchamiento con CaCl2 250 μM. Se representan los valores normalizados respecto al punto 
inicial.  
 
Papel de HIF en la protección a largo plazo producida por los esfingolípidos 
 
Los resultados obtenidos indican que los esfingolípidos activan diversos mecanismos 
durante la isquemia/recuperación que permiten la protección inmediata de la célula, 
pero también podrían activar mecanismos a más largo plazo. Una forma de conseguir 
dicha protección sería mediante la inducción del factor de transcripción HIF, el cual se 
forma durante la isquemia y favorece la expresión de genes relacionados con la 
protección de la muerte producida por isquemia. Para ver si los esfingolípidos afectaban 
a la formación de HIF, realizamos un Western blot frente a HIF-1 α en fracciones 
nucleares de células sometidas a 1 h de isquemia, ya que esta subunidad sólo pasa al 
núcleo al unirse a HIF-β. De los resultados obtenidos en la Figura 30, se puede deducir 
que tanto la ceramida como la S1P inducen un incremento de la formación de HIF 
respecto al aumento ya producido por la isquemia. Este aumento producido por ambos 
esfingolípidos se inhibió con wortmanina, lo que indica que el efecto  está mediado por 
PI3K. Adicionalmente, el efecto de S1P sobre el incremento de HIF fue impedido por 






























































































































Figura 30. Acción de la ceramida y de S1P en los niveles de HIF. Las células fueron sometidas a 1 h 
de isquemia (excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida 10 μM (izquierda) o S1P 1 μM 










































La isquemia cerebral es un trastorno neurológico originado por la disminución brusca 
del aporte sanguíneo, en una zona del cerebro, hasta unos niveles que resultan 
insuficientes para mantener el metabolismo y las funciones normales de las células. En 
la actualidad, el daño celular que se produce durante un período de isquemia y una 
posterior recuperación de las condiciones normales está siendo estudiado por muchos 
grupos de investigación, debido a que los accidentes isquémicos en el cerebro son una 
de las principales causas de muerte e incapacidad en los países desarrollados 68. En este 
sentido, aunque se ha hecho un gran avance durante los últimos años, todavía no se 
conocen todos los mecanismos mediante los cuales la isquemia/ recuperación da lugar a 
la muerte celular. Actualmente, tampoco existe una terapia eficaz para minimizar el 
daño en los pacientes que sufren un ictus cerebral, ya que las moléculas que ejercen un 
efecto protector en modelos animales dan lugar a demasiados efectos secundarios en 
humanos 134,135. Por todo lo anteriormente expuesto, resulta muy interesante encontrar 
nuevas moléculas con actividad protectora. En esta tesis se presentan dos esfingolípidos, 
la ceramida y la esfingosina 1-fosfato, como protectores de la muerte celular inducida 
por isquemia/recuperación, y se describe el mecanismo a través del cual ejercen su 
acción. Estos dos esfingolípidos son moléculas endógenas en el cerebro, por lo que las 
posibilidades de que no produzcan los efectos adversos a los que dan lugar otro tipo de 
moléculas podrían ser mayores. 
 
5.1 MODELO DE ISQUEMIA: PRIVACIÓN DE LA GLUCOSA Y DEL 
OXÍGENO 
 
La privación de oxígeno y glucosa (OGD) es un modelo altamente empleado para 
estudiar la isquemia en cultivos celulares 142-144. No obstante, presenta diferencias con la 
isquemia in vivo, siendo la principal la tasa de consumo de energía, ya que mientras que 
durante la isquemia in vivo las neuronas consumen toda la energía en pocos min, en 
cultivos celulares sometidos a OGD la tasa es mucho menor, siendo necesario entre 30 
min y ocasionalmente 2 h para alcanzar el estado de ausencia de energía total 145. 
Teniendo esto en cuenta, previamente al estudio neuroprotector de los esfingolípidos 
medimos la muerte provocada por distintos tiempos de isquemia seguidos de 
recuperación. Estos experimentos mostraron que después de 3 h de isquemia y 16 h de 






la protección. A pesar de estas diferencias, la OGD es un modelo de isquemia que imita 
muy bien los cambios que se producen a nivel molecular y está ampliamente aceptado. 
 
5.2 PROTECCIÓN POR LA CERAMIDA 
 
Uno de los principales resultados de este estudio es la demostración de que la ceramida 
protege frente a la muerte inducida por isquemia/recuperación. La ceramida siempre ha 
estado ligada a la muerte celular 34,146,147. Así, muchos inductores de apoptosis activan 
enzimas de la biosíntesis de los esfingolípidos, como las SMasas, promoviendo la 
formación de ceramida 9,37,148. Sin embargo, en el presente trabajo se demuestra que a 
una concentración tan baja como 10 μM, la ceramida puede ser protectora de la muerte 
celular (Figura 9A). Además, hay que destacar que a esta concentración, la ceramida no 
produce muerte por necrosis ni por apoptosis. Otros investigadores han sugerido 
anteriormente que concentraciones bajas de ceramida dan lugar a efectos protectores. 
Sin embargo, los mecanismos moleculares que median la citoprotección no se conocen 
todavía 22,149. Adicionalmente, se ha observado que el precondicionamiento isquémico 
induce la formación de determinadas ceramidas y que la inhibición de su síntesis impide 
la protección mediada por dicho precondicionamiento isquémico 142.  
 
La ceramida protege durante el precondicionamiento, la isquemia y la 
recuperación 
 
Los resultados obtenidos indican que la protección producida por la ceramida tiene 
lugar en todas las fases de la isquemia/recuperación, incluso en el precondicionamiento, 
aunque la protección total de la muerte celular sólo se produce cuando la ceramida está 
presente al menos durante la isquemia y la recuperación (Figura 11A). Este hecho es 
importante porque la ceramida podría administrarse antes de la isquemia cuando se 
conoce el momento en que se va a producir la misma, como en operaciones 
programadas que impliquen un pequeño periodo de hipoxia, o una vez iniciada la 
misma, como ocurre en la mayoría de las ocasiones por accidentes cardiovasculares, lo 
que hace a la ceramida potencialmente ventajosa para la aplicación clínica. La 
protección producida por la ceramida cuando es administrada sólo en el 






se mantienen activados o cuyos efectos permanecen un tiempo a pesar de que la 
ceramida no esté presente, como sucede con el precondicionamiento isquémico. En este 
sentido, los resultados obtenidos indican que la ceramida en isquemia induce la 
formación de HIF (Figura 30), que promueve la expresión de diversos genes 
relacionados con la supervivencia y cuya acción protectora tendrá efecto aunque el 
tratamiento con ceramida haya cesado.  
Por otra parte, los datos obtenidos muestran que siempre que la ceramida esté presente 
durante la isquemia y la recuperación la protección es completa, independientemente de 
que haya habido un pretratamiento con ceramida o no (Figura 11A). Por este motivo el 
resto de los experimentos se realizaron sin pretratar con el esfingolípido. 
 
La ceramida protege de la apoptosis y de la necrosis 
 
En un episodio isquémico las células que sufren directamente la isquemia mueren 
generalmente por necrosis. Por su parte, las de la zona de penumbra, que rodean la zona 
donde se produce la isquemia, siguen manteniendo un cierto riego sanguíneo y, por 
tanto, capacidad para generar ATP, por lo que mueren fundamentalmente por apoptosis 
70,150,151. Como se demuestra en este trabajo, la ceramida protege de ambos tipos de 
muerte celular (Figura 12A). 
Aparentemente la protección de la necrosis por ceramida se produce tanto en la 
isquemia como en la recuperación de forma independiente, y es completa en ambos 
casos (Figura 13A). La muerte por necrosis se debe fundamentalmente a la apertura del 
mPTP en la recuperación. Esta apertura se produce principalmente por la sobrecarga de 
calcio que tiene lugar en la mitocondria durante la isquemia y por el aumento brusco de 
ROS que se produce durante la recuperación 152. En el modelo experimental que se 
presenta, el tratamiento con ceramida durante la isquemia impide la sobrecarga de 
calcio, y durante la recuperación frena el aumento de ROS. La disminución de la 
concentración de calcio mitocondrial se ha relacionado previamente con la inhibición de 
la apertura del  mPTP en la recuperación y con la protección frente a la muerte 153,154. 
Igualmente, la reducción en la formación de ROS se ha observado en el 
postcondicionamiento isquémico, resultando protectora al impedir la apertura del mPTP 
155,156. Esto explica que el tratamiento con ceramida en cualquiera de las dos fases 






En el caso de la apoptosis, sin embargo, los datos obtenidos parecen indicar que para 
que haya protección es necesario que la ceramida esté presente en ambas fases. Cuando 
sólo está presente en una de las fases, no sólo no hay protección, sino que además el 
porcentaje de células apoptóticas es algo mayor (Figura 13A). Ante estos resultados se 
podría especular que la ceramida, además de proteger de la apoptosis, minimiza el daño 
en células que en ausencia de ceramida morirían por necrosis, de modo que la alteración 
en las mismas es menor y algunas células en lugar de morir por necrosis lo hacen por 
apoptosis. Una posible explicación para esto sería que al encontrarse la ceramida en sólo 
una de las fases, no inhibe la sobrecarga de calcio y el incremento brusco de ROS a la 
vez, sino que sólo se inhibe uno de estos factores. De este modo, aunque impida una 
apertura irreversible del mPTP durante la recuperación, se mantiene una apertura 
incompleta. Este hecho provocaría la liberación de factores proapoptóticos como el 
citocromo c y la consecuente muerte por apoptosis 157. Como resultado de todo esto se 
produce un aumento en el número de células apoptóticas que resulta estar por encima de 
la media en ausencia de ceramida. Este hecho podría enmascarar la protección de la 
ceramida frente a la apoptosis. Cuando la ceramida está presente en las dos fases de la 
isquemia/recuperación, la protección que genera el tratamiento con ceramida es 
completo, tanto de la apoptosis como de la necrosis, ya que impide la apertura del 
mPTP completamente. Hay que destacar que el aumento del porcentaje de apoptosis 
frente al de necrosis es una forma de protección, ya que la necrosis provoca un enorme 
daño en las células adyacentes al liberarse el contenido citoplasmático de las células 158. 
Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la 
isquemia/recuperación induce la activación de las caspasas, importantes mediadores de 
la apoptosis. En este sentido, después del tratamiento con ceramida durante la 
isquemia/recuperación se detecta menos actividad caspasa (Figura 19A), hecho que 
indica también el efecto protector neto del esfingolípido frente a la apoptosis. 
Asimismo, los datos aportados indican que la protección frente a la apoptosis también 
puede deberse a la inhibición de PKC δ. La ceramida impide parcialmente la 
translocación de dicha PKC a la membrana inducida por la isquemia y completamente 
su translocación al núcleo (Figura 20A). Esta translocación es un evento temprano en la 
apoptosis, por lo que en este modelo experimental ya se detecta tras 1 h de isquemia. La 
activación de PKC δ, y en concreto su translocación al núcleo, ha sido previamente 






conocidas de PKC δ son proteínas nucleares, ya sean proteínas estructurales o enzimas. 
Además, PKC δ regula distintos factores de transcripción relacionados con la apoptosis, 
como p53, p73ε o STAT1 160,161. Por otra parte, la translocación de PKC δ a la 
mitocondria durante la recuperación se ha relacionado con el daño inducido por la 
isquemia/recuperación 162-164. Esta translocación también es inhibida por la ceramida 
(Figura 20B). Todos estos datos indican que es muy posible que la ceramida proteja de 
la apoptosis al inhibir PKC δ. 
Las rutas clásicas de supervivencia, que implican a diferentes proteínas quinasas 
(PI3K/Akt, MAPK, PKC) están implicadas en la protección frente a la isquemia por el 
precondicionamiento isquémico y por distintos fármacos 164-166. Los resultados 
obtenidos muestran que estas rutas median la acción protectora de la ceramida (Figura 
14A). No hay que descartar la posibilidad de que estas vías interaccionen entre sí, 
activándose unas a otras, como ya ha sido previamente descrito en otras ocasiones 165. 
De todas estas vías activadas por la ceramida, los presentes estudios se han centrado en 
la familia de las PKCs por estar más directamente relacionada con la protección frente a 
la isquemia/recuperación 164,166. Los resultados presentados demuestran que tanto PKC ε 
como PKC ζ están implicadas en la protección inducida por ceramida (Figura 15A), de 
modo que PKC ε media la protección frente a la necrosis, mientras que la protección 
frente a la apoptosis parece estar mediada por PKC ζ, que a su vez también protege de la 
necrosis (Figura 16A). Los resultados obtenidos también demuestran que tanto la 
ceramida como la isquemia inducen la expresión de PKC ε, produciéndose un efecto 
aditivo cuando la ceramida se administra durante la isquemia (Figura 17B). Son muchos 
los estudios que demuestran el papel protector de la PKC ε frente a la isquemia en 
distintos órganos, fundamentalmente en corazón 167-169. La PKC ε está implicada en el 
mecanismo protector del precondicionamiento isquémico y de distintos protectores 
farmacológicos como el diazóxido 170-172. Además, parece que la diana molecular de la 
PKC ε se encuentra en la mitocondria y se han hallado diferentes proteínas que pueden 
ser reguladas por la PKC ε en la mitocondria 167. En este sentido, se ha descrito 
previamente que PKC ε puede actuar abriendo el mitoKATP (canal de potasio 
dependiente de ATP que introduce activamente potasio en la mitocondria), hecho que 
da lugar a un efecto protector. Además, PKC ε puede también activarse como 
consecuencia de dicha apertura 130. Esta isoforma también puede interaccionar 






embargo, en el caso de la ceramida, aunque PKC ε participa claramente en los eventos 
que suceden en la mitocondria durante la isquemia, no se detecta un incremento de 
dicha PKC en la mitocondria cuando la ceramida está presente durante la isquemia 
(Figura 17A), por lo que es posible que haya un intermediario entre PKC ε y la 
mitocondria. Todos los datos publicados indican que la población de PKC ε de la 
mitocondria inhibe directa o indirectamente la apertura del mPTP 130,167,173.Teniendo en 
cuenta que la ceramida induce la apertura del mPTP durante la isquemia (Figura 22), 
resultaría lógico que los niveles de PKC ε en la mitocondria fuesen menores por el 
tratamiento con dicho esfingolípido. Durante la recuperación, sin embargo, se detecta 
una población clara de PKC ε en la mitocondria, por lo que su acción puede ser directa. 
Esto podría correlacionarse con una inhibición del mPTP durante la recuperación. 
Por otra parte, aunque el papel de PKC ζ en la supervivencia celular está muy 
establecido 51,55,174, nunca antes se ha relacionado esta isoforma con la protección frente 
a la isquemia, siendo los datos aquí presentados los primeros aportados en este sentido. 
En estos se demuestra que la PKC ζ protege de la apoptosis y de la necrosis provocada 
por la isquemia/recuperación (Figura 16A). 
Tras el tratamiento con ceramida durante la isquemia/recuperación se obtiene una 
menor actividad caspasa 3 (Figura 19A). Ésta menor actividad está sólo parcialmente 
mediada por PKC ζ. Sin embargo, PKC ζ protege completamente de la apoptosis 
inducida por la isquemia/recuperación (Figura 16A), por lo que el mecanismo protector 
de la PKC ζ frente a la apoptosis implica vías independientes de caspasas, o bien, 
además de actuar antes de la activación de las caspasas, lo hace también posteriormente. 
Se ha descrito que PKC ζ fosforila la proteína proapoptótica Bad, favoreciendo su 
secuestro en el citosol por la proteína 14-3-3 e impidiendo, por tanto, su acción 175. Este 
es un posible mecanismo que explicaría la menor activación de las caspasas. Además, la 
protección de PKC ζ se ha relacionado tradicionalmente con la activación de NFκB. La 
PKC ζ es capaz de fosforilar IκB promoviendo su degradación y la translocación al 
núcleo de NFκB 57.  
Por otro lado, la PKC ζ es un efector habitual de la ceramida, ya que ésta activa 
directamente a la enzima al unirse a su dominio C157,58. En estudios anteriores se ha 
comprobado que bajas concentraciones de ceramida promueven la supervivencia celular 
ante la ausencia de factores de crecimiento mediante la activación de PKC ζ, que a su 






El hecho de que PKC ζ proteja de la necrosis y de la apoptosis sugiere una importante 
función de esta enzima en la mitocondria, ya que es en ésta donde se regulan ambos 
mecanismos de muerte. Además, los resultados obtenidos indican que PKC ζ está 
implicada en diversos sucesos que se producen en la mitocondria. Sin embargo, al igual 
que ocurría con PKC ε, no se observa un aumento de esta isoforma en dicho orgánulo, 
ni durante la isquemia ni en la recuperación en presencia de ceramida respecto a la 
isquemia/recuperación (Figura 17A). Por tanto, las acciones de PKC ζ no parecen 
deberse a un aumento de dicha enzima en la mitocondria. 
El vaciamiento de calcio de la mitocondria inducido por ceramida (Figura 23) mediante 
una apertura controlada del mPTP (Figura 22) y la reducción del estrés oxidativo 
durante la recuperación (Figura 25) son mecanismos que posiblemente conducen a que 
el mPTP no se abra durante la recuperación. Ambos mecanismo están mediados por 
PKC ε y PKC ζ, lo que explica su protección frente a la necrosis, ya que como se ha 
indicado, la apertura del mPTP tiene un papel fundamental en este tipo de muerte. 
Los resultados obtenidos indican que la ceramida protege de la apoptosis mediada por 
caspasas, pues impide la activación de la caspasa 3, principal caspasa efectora de la vía 
intrínseca de apoptosis (Figura 19). Esta protección está parcialmente mediada por PKC 
ζ, lo que concuerda con la implicación de esta isoforma en la protección frente a la 
apoptosis 175. Sin embargo, según los resultados obtenidos, la inhibición de PKC ζ no 
impide por completo la protección ejercida por la ceramida en la activación de caspasas, 
por lo que tiene que haber más factores que medien esta acción. Es posible que esta 
protección esté mediada por ERK y/o PI3K y Akt, ya que se ha visto la implicación de 
estas rutas en la protección frente a apoptosis en otros modelos de muerte 165. Además, 
los datos obtenidos demuestran que estas rutas están claramente implicadas en la 
protección frente a la muerte celular inducida por isquemia (Figura 14A) 
 
La ceramida impide la sobrecarga de calcio mitocondrial al inducir la apertura del 
mPTP a través de ROS 
 
En la mitocondria  se decide el destino de la célula durante la isquemia/recuperación. En 
función de su grado de alteración, la célula morirá por necrosis, por apoptosis o se 
recuperará. En esta decisión es fundamental el papel de la apertura/cierre del mPTP. La 






en la mitocondria, lo cual se consigue con aperturas controladas y transitorias. Sin 
embargo, una apertura irreversible del mPTP supone la disipación del gradiente de 
protones generado en la cadena respiratoria, lo que provoca la despolarización de la 
membrana mitocondrial y el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa. Esto 
conduce a un descenso de los niveles de ATP, que no sólo no es sintetizado por la ATP 
sintasa, sino que incluso puede ser hidrolizado por la misma al funcionar en sentido 
contrario 84,152,176. Al despolarizarse la membrana la mitocondria se hincha por la 
entrada de agua, lo que en último término da lugar a la ruptura de la membrana externa, 
liberándose las proteínas proapoptóticas de la mitocondria 73,87. Si este proceso se 
produce en la mayoría de las mitocondrias de la célula, el ATP alcanzará niveles tan 
bajos que las células no podrán mantener la homeostasis iónica, pero tampoco morir por 
apoptosis, ya que es un proceso dependiente de ATP, de modo que morirán por 
necrosis. Una apertura reversible del mPTP, sin embargo, conduciría a la muerte por 
apoptosis o a la recuperación de la célula en función del grado de afectación de las 
mitocondrias 177. 
Durante la isquemia se produce la depleción del ATP, el aumento del fosfato inorgánico 
y la sobrecarga de calcio necesarias para que se abra el mPTP en la recuperación, 
cuando se incrementa el estrés oxidativo y se estabiliza el pH 152. La ceramida 
promueve la formación de ROS en la mitocondria durante la isquemia, lo que induce 
una apertura controlada del mPTP durante el proceso isquémico, impidiendo la 
sobrecarga de calcio mitocondrial (Figuras 22, 23 y 25). Esta apertura es claramente 
protectora, pues la inhibición de la misma con CsA impide la protección mediada por 
ceramida (Figura 24). Además, la ceramida impide el incremento brusco de generación 
de ROS que se produce en la recuperación (Figura 25). La menor concentración de 
calcio en la mitocondria y el menor nivel de estrés oxidativo durante la recuperación, 
posiblemente provocan una menor inducción de la apertura del mPTP, tanto en el 
número de poros implicados como en la duración de la apertura, siendo ésta reversible. 
Además, probablemente hay un menor número de mitocondrias afectadas. De este modo 
las células se recuperan y se impide el daño en la recuperación. La apertura reversible y 
controlada del mPTP durante la isquemia ha sido descrita anteriormente como 
mecanismo protector 153. 
En este trabajo también se demuestra que la formación de ROS y la consecuente 






22 y 25), lo que confirma el papel de estas enzimas en la protección frente a la necrosis. 
Sin embargo, la forma de actuar de estas isoformas durante la isquemia es claramente 
distinta. PKC ζ media la formación de ROS inducida por la ceramida, pero no está 
implicada en el estrés oxidativo generado por la propia isquemia (Figura 25). Esto 
indica que la isquemia y la ceramida inducen la generación de ROS por vías 
independientes, o que PKC ζ se encuentra en la vía de señalización de la ceramida por 
encima de un mecanismo común de formación de ROS. Por su parte, PKC ε está 
implicada en la formación de las ROS inducidas tanto por la isquemia como por la 
ceramida, lo que indica que PKC ε forma parte de un mecanismo común de formación 
de ROS por parte de la isquemia y de la ceramida, o bien que actúa sobre las dos vías 
independientes de generación de ROS. Esto sugiere una relación entre PKC ε y la 
cadena respiratoria u otras fuentes de ROS durante la isquemia, o con los sistemas 
antioxidantes de la célula (Figura 17A).  
Es importante destacar que la pequeña apertura del mPTP que puede producirse por la 
propia isquemia, no se debe al aumento del estrés oxidativo, ya que cuando se inhibe 
PKC ε y, en consecuencia, la formación de ROS, sigue produciéndose esta ligera 
apertura del mPTP (Figura 22). Por tanto, esta apertura debe depender de factores 
distintos de ROS. 
El hecho de que durante la isquemia la ceramida promueva el aumento del estrés 
oxidativo y durante la recuperación impida el brusco incremento de ROS (Figura 25), 
contribuye probablemente a la no apertura del mPTP durante la recuperación, y por 
tanto, resulta protector. La sobreproducción de ROS en la recuperación puede resultar 
letal para la célula, no sólo porque promueve la apertura del mPTP, sino también porque 
las ROS oxidan y reaccionan con diversas moléculas, provocando la alteración de las 
membranas biológicas al inducir la peroxidación de los lípidos y la desnaturalización de 
diversas proteínas 99. La ceramida inhibe este aumento excesivo de ROS a través de 
PKC ε y PKC ζ, de igual forma que durante la isquemia promueve la formación de ROS 
también a través de estas isoformas (Figura 25). Por consiguiente, tanto la ceramida 
como estas dos isoformas de PKC actúan de modo contrario en la isquemia y en la 
recuperación. Esto indica un mecanismo de actuación y posiblemente una diana 
diferente en la isquemia y en la recuperación. La fuente de ROS durante la isquemia y la 
recuperación no se conoce bien, aunque es muy posible que se encuentre en la cadena 






origen de ROS en la isquemia y en la recuperación es distinto, lo que concuerda con un 
mecanismo de actuación diferente por parte de la ceramida 113. Se ha descrito que PKC 
ε interacciona con el complejo IV de la cadena respiratoria y aumenta su actividad, lo 
que provoca un incremento del flujo de electrones a través de la cadena que reduce la 
formación de ROS en los complejos I y III, además de acelerar la síntesis de ATP 178,179. 
Esto estaría de acuerdo con la translocación de PKC ε a la mitocondria durante la 
recuperación que se muestra en la Figura 17A.  
 
La ceramida protege a largo plazo a través de HIF 
 
Hasta ahora todas las formas de protección descritas en este trabajo para la acción de la 
ceramida, parecen tener un efecto a corto o medio plazo. Una protección a más largo 
plazo podría implicar la transcripción de diversos genes. Hay que tener en cuenta que 
durante la isquemia la subunidad α del factor de transcripción HIF deja de degradarse en 
el proteasoma, heterodimerizando con la subunidad β y pasando al núcleo como factor 
de transcripción. Una vez en el núcleo HIF induce la transcripción de diversos genes 
relacionados con la supervivencia 116-118. Los resultados obtenidos en este trabajo 
muestran que esta activación es aún mayor en presencia de ceramida (Figura 30), lo que 
indica que además de los mecanismos activados por la ceramida para la protección 
inmediata de la célula, dicho esfingolípido induce también una protección a largo plazo. 
Además, como se indica en la Figura 14A, la inducción de HIF por parte de la ceramida 
está mediada por PI3K, que es una de las vías típicas de activación de HIF 180,181, lo que 
confirma la implicación de esta enzima en la protección inducida por ceramida.  
La activación de HIF por ceramida conduce a la transcripción de diversos genes cuyo 
efecto protector se mantendrá aunque la ceramida deje de estar presente, lo que explica 
que la ceramida proteja en precondicionamiento. 
 
5.3 PROTECCIÓN POR LA ESFINGOSINA 1-FOSFATO 
 
Otro de los resultados destacables de este estudio es la demostración de que la S1P 
protege frente a la muerte inducida por isquemia/recuperación. En este trabajo se 
demuestra que la S1P protege de la muerte inducida por isquemia a una concentración 






Esta protección está mediada por su unión a receptor como demuestran los resultados en 
presencia de PTX (Figura 14B). Algunos trabajos anteriores ya mostraban protección de 
la S1P o de la activación de las esfingosina quinasas frente a la isquemia/recuperación 
en corazón, incluso en organismos vivos, pero sin profundizar en el mecanismo de 
acción 182-184.  
 
La esfingosina 1-fosfato protege en precondicionamiento, durante la isquemia y en 
la recuperación 
 
Como en el caso de la ceramida, esta protección se produce en todas las fases de la 
isquemia/recuperación, incluso en el precondicionamiento, aunque la mayor protección 
se produce cuando la S1P está presente al menos durante la isquemia y la recuperación 
(Figura 11B). Esto podría permitir, al igual que en el caso de la ceramida, el uso de la 
S1P como molécula protectora en todos los casos de isquemia/recuperación, ya sea 
provocada o accidental. La protección que ejerce la S1P cuando es administrada en 
precondicionamiento, se podría explicar por la activación de HIF (Figura 30), con la 
consecuente expresión de genes relacionados con la protección. Además, la S1P actúa a 
través de PKC ε y del mitoKATP (Figura 28). Otros protectores que actúan a través de 
estas moléculas, como el diazóxido, son también efectivos en pretratamiento y, en este 
sentido, se ha especulado con un posible bucle de retroalimentación positiva, ya que 
PKC ε activa al mitoKATP y éste a su vez puede activar  la PKC ε 130. 
 
La esfingosina 1-fosfato protege de la necrosis y de la apoptosis 
 
Asimismo, al igual que ocurría con la ceramida, la S1P protege eficazmente de la 
apoptosis y de la necrosis (Figura 12), lo que la convierte en un prometedor protector 
frente a la isquemia, ya que se podría utilizar tanto para el núcleo isquémico, donde las 
neuronas mueren por necrosis fundamentalmente, como para la zona de penumbra, 
donde predomina la apoptosis. 
La protección producida por la S1P frente a la apoptosis es muy eficaz, hasta el punto 
de que protege completamente de la apoptosis producida por la isquemia/recuperación, 
tanto si está presente sólo durante la isquemia, como únicamente en la recuperación 






desencadena la respuesta, manteniéndose los efectos incluso en ausencia de S1P. Ese es 
el caso de la activación de HIF o de la translocación de PKC ε a la mitocondria. Esto 
explicaría por qué puede proteger sólo en precondicionamiento y por qué la protección 
frente a la apoptosis es completa, aunque el tratamiento con S1P sea sólo durante la 
isquemia o durante la recuperación. 
La mayor parte de la muerte por apoptosis se produce durante la recuperación, que es 
cuando se puede formar ATP, aunque los procesos que conducen a esta muerte puedan 
haberse iniciado en la isquemia 185. La S1P induce la translocación de PKC ε a la 
mitocondria, tanto durante la isquemia como durante la recuperación, y como ya se ha 
indicado anteriormente, PKC ε inhibe la apertura del mPTP y, por tanto, la liberación de 
las moléculas proapoptóticas a través de dicho poro 157. La protección frente a la 
apoptosis también puede deberse a la inactivación de PKC δ. Los resultados obtenidos 
en este trabajo indican que la S1P impide la translocación de esta isoforma a la 
membrana y al núcleo durante la isquemia, impidiendo, por tanto su activación (Figura 
21A). Asimismo, la S1P también impide la translocación de PKC δ a la mitocondria 
durante la recuperación (Figura 21B). La activación de PKC δ se ha relacionado con la 
apoptosis inducida por diferentes estímulos, encontrándose entre sus dianas algunas 
proteínas estructurales, proteínas implicadas en la reparación del DNA y factores de 
transcripción como p53 o STAT1 160. 
Adicionalmente, la ausencia de actividad de caspasa 3 cuando se administra S1P 
durante la isquemia/recuperación refleja la protección frente a la apoptosis. (Figura 
19B). 
 
La protección de la esfingosina 1-fosfato está mediada por receptor 
 
La mayoría de las acciones de la S1P parecen estar mediadas por su unión a receptor 
186,187. Los resultados obtenidos en presencia de PTX indican que la protección frente a 







La protección de la esfingosina 1-fosfato está mediada por PKC 
 
Experimentos realizados con distintos inhibidores específicos han puesto de manifiesto 
que la unión de la S1P a su receptor activa distintas quinasas, como la familia de PKC, 
ERK y PI3K, mediadoras del efecto protector de la S1P (Figura 14B), lo cual no 
descarta que varias de estas enzimas no se encuentren en una misma ruta de 
señalización, como comúnmente sucede 165. Dada la importancia de las PKCs en la 
isquemia/recuperación, los estudios posteriores se centraron en analizar el papel de las 
mismas. Al igual que sucedía con la ceramida, nuestros resultados indican que tanto 
PKC ε como PKC ζ están implicadas en la protección inducida por S1P (Figura 15B). 
Ambas isoformas median la protección frente a la apoptosis y a la necrosis, aunque en el 
caso de la apoptosis, la PKC ε protege sólo parcialmente (Figura 16B). 
El papel de PKC ε en la protección frente a la isquemia/recuperación ha sido 
previamente descrito. Como se ha indicado anteriormente, PKC ε está implicada en el 
mecanismo protector del precondicionamiento, del postcondicionamiento y de varios 
fármacos 167-169. Su diana molecular parece encontrarse dentro de la mitocondria 167. Los 
resultados aportados indican que el tratamiento con S1P induce la translocación de PKC 
ε a la mitocondria, al igual que la isquemia y la isquemia/recuperación. Cuando el 
tratamiento con S1P es durante la isquemia y/o la recuperación, los efectos parecen 
sumarse, siendo mayor la proporción de enzima en la mitocondria (Figura 18A). Estos 
hechos apuntan a una función importante de dicha PKC en las mitocondrias. Además, 
los resultados demuestran que PKC ε está implicada en las acciones que ejerce la S1P 
sobre este orgánulo, como es la regulación del potencial de membrana mitocondrial o su 
concentración de calcio (Figuras 26 y 27). En las mitocondrias PKC ε se ha relacionado 
fundamentalmente con la apertura del mitoKATP, y la consecuente inhibición del mPTP 
170,172,188, lo que explica su papel protector frente a la necrosis. Los resultados obtenidos 
demuestran que el descenso en la concentración de calcio mitocondrial está mediado por 
este canal de potasio (Figura 28), cuya inhibición con 5HD da lugar a una respuesta en 
la concentración de calcio similar a la que se obtiene al inhibir PKC ε, lo que sugiere 
que podrían encontrarse en la misma vía. Adicionalmente, PKC ε se ha asociado al 
canal mitocondrial dependiente de voltaje VDAC y al complejo IV de la cadena 






PKC ε media parcialmente la protección frente a la apoptosis, lo que concuerda con los 
resultados obtenidos para caspasas, donde se aprecia una mayor actividad caspasa 3 en 
presencia del inhibidor (Figura 19B). Esta protección podría deberse a la inhibición de 
la apertura del mPTP, impidiendo la liberación del citocromo c y, por tanto, la 
activación del apoptosoma y de la caspasa 3. En este sentido, PKC ε se ha relacionado 
anteriormente con la inhibición de la apoptosis, y entre los efectos descritos se 
encuentran la inhibición de la liberación del citocromo c y de la consecuente activación 
de las caspasas 189,190. 
Por su parte, PKC ζ también está implicada en la protección inducida por S1P (Figura 
15B). Hay que tener en cuenta que PKC ζ es un mediador habitual en la supervivencia 
celular 51,55,174, pero hasta ahora nunca se había relacionado con la protección frente a la 
isquemia/recuperación. La regulación de la apoptosis y necrosis observada en estos 
resultados por parte de esta isoforma parece indicar una acción sobre la mitocondria, 
pero al igual que sucedía con la ceramida, y a diferencia de lo que ocurre con PKC ε, la 
S1P no transloca PKC ζ a la mitocondria, ni durante la isquemia ni durante la 
recuperación (Figura 18A). En este sentido los resultados obtenidos muestran que ni el 
efecto de la S1P en el potencial de membrana mitocondrial, ni el efecto en la 
concentración de calcio (Figura 26 y 27), están mediados por PKC ζ, por lo que no 
parece que la PKC ζ de la mitocondria esté implicada en la protección inducida por la 
S1P. 
Los datos aportados indican que PKC ζ está implicada en la protección frente a la 
apoptosis. Como se ha indicado anteriormente, PKC ζ puede impedir la inhibición por 
parte de Bad de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL, las cuales inhiben en 
última instancia la activación de las caspasas y otras vías apoptóticas 175, lo que 
concuerda con los resultados obtenidos para caspasas, donde se aprecia una mayor 
actividad caspasa 3 en presencia del inhibidor (Figura 19B). Por otro lado, PKC ζ puede 
activar NFκB, que induce la transcripción de diversos genes relacionados con la 






La esfingosina 1-fosfato protege a nivel de la mitocondria e impide su 
despolarización 
 
En la mitocondria se producen los principales y más determinantes cambios durante la 
isquemia/recuperación, que conducen a la muerte de la célula o a su recuperación 191. 
Durante la isquemia, debido a la ausencia de O2, la cadena de transporte electrónico deja 
de funcionar y se produce un desacoplamiento de la fosforilación oxidativa. Esto 
provoca que dejen de bombearse protones al espacio intermembrana, principal causa del 
potencial mitocondrial, así como un descenso en la concentración de ATP al inhibirse 
su síntesis, de forma que no se pueden mantener los gradientes iónicos ni de la 
mitocondria ni de la membrana plasmática 72,73. Debido al desequilibrio iónico se 
produce un aumento de la concentración de calcio en el citosol que conlleva una 
sobrecarga de calcio en la mitocondria al entrar este ión a través del uniporter de calcio 
mitocondrial 76,77. El resultado de todos estos efectos es una despolarización de la 
mitocondria, que si es muy alta y mantenida en el tiempo, conduce a una alteración 
irreversible y a la muerte de la célula, fundamentalmente por necrosis, pues ni hay ATP 
ni posibilidad de sintetizarlo 71,177. Teniendo todo esto en cuenta, un mantenimiento del 
potencial de membrana mitocondrial se podría relacionar con un efecto protector, pues 
impediría el daño irreversible de las mitocondrias, de modo que en la recuperación 
podrían reiniciar sus funciones 192. 
Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la S1P impide parcialmente la 
despolarización de membrana producida por la isquemia (Figura 26). Este efecto está 
mediado por PKC ε, pero no por PKC ζ, lo que concuerda con la protección que ejerce 
PKC ε frente a la necrosis. 
Un posible mecanismo para explicar esta protección del potencial puede ser que la S1P 
dé lugar a la translocación de PKC ε a la mitocondria, la cual puede unirse al complejo 
IV de la cadena electrónica e incrementar su actividad 179. Esto activaría el flujo de 
electrones a través de la cadena respiratoria, manteniéndose un cierto bombeo de 
protones al espacio intermembrana y, por tanto, el potencial de membrana. Además, 
PKC ε puede activar el mitoKATP, cuya apertura se ha relacionado con la estabilización 







La esfingosina 1-fosfato moviliza el calcio mitocondrial durante la isquemia y 
reduce el disparo de ROS en la recuperación 
 
Como ya se ha indicado anteriormente, durante la isquemia, debido al desequilibrio 
iónico por el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa y el consecuente descenso en 
los niveles de ATP, se produce un aumento de la concentración de calcio en el citosol. 
El uniporter de calcio de la membrana mitocondrial, para ser funcional, necesita una 
concentración de calcio superior a la citosólica en condiciones normales 73. Al 
producirse un aumento del calcio en el citosol, el calcio entra en la mitocondria a favor 
de gradiente, lo que conduce a una sobrecarga de calcio mitocondrial, que junto con el 
brusco incremento de ROS y otros factores provoca la apertura del mPTP en la 
recuperación. El principal mecanismo de protección consiste en impedir la apertura del 
mPTP en la recuperación, lo cual se puede conseguir fundamentalmente impidiendo la 
sobrecarga de calcio o el disparo de ROS 84,152. Los resultados obtenidos indican que la 
S1P tiene ambos efectos (Figura 27 y Figura 25). En relación al calcio, la S1P no sólo 
impide el aumento en la concentración de calcio sino que provoca un descenso de la 
misma (Figura 27). Los datos obtenidos indican que el efecto de la S1P está mediado en 
parte por PKC ε y por el mitoKATP, pues es inhibido con V1-2 y con 5HD. Además, 
PKC ε y el mitoKATP parecen estar implicados en la misma ruta, ya que su 
comportamiento es similar. Varios trabajos parecen indicar que PKC ε y el mitoKATP 
están asociados en la protección frente a la isquemia/recuperación, y aunque se 
desconoce el mecanismo de protección, se ha propuesto que puede ser debido a un 
descenso de la concentración de calcio mitocondrial, el cual impide la apertura del 
mPTP en la recuperación 194-196. Así, se cree que PKC ε activa la apertura del mitoKATP, 
el cual favorece la entrada de potasio a la mitocondria, que al ser un catión disminuye el 
gradiente eléctrico del calcio dificultando su entrada 154,170,197. Esto concuerda con los 
resultados obtenidos, pues la S1P induce la translocación de PKC ε a la mitocondria 
(Figura 18A). La implicación del mitoKATP en la protección inducida por S1P se 
confirmó midiendo la viabilidad celular (Figura 28).  
Anteriormente se ha descrito la liberación de calcio del retículo endoplásmico y de los 
núcleos por parte de la S1P 198-200, aunque hasta ahora nunca se había observado este 
efecto en las mitocondrias (Figura 27). Es posible que la S1P actúe sobre el uniporter e 






S1P favorece la extrusión del calcio. La salida de calcio de la mitocondria está mediada 
por el transportador Na+/Ca2+ y por un mecanismo independiente de sodio que parece 
ser un transportador H+/Ca2+ 78,79. Los resultados muestran que la S1P mantiene en parte 
el potencial de membrana de la mitocondria (Figura 26), de lo que se deduce que el 
gradiente de protones sigue existiendo, por lo que el transportador H+/Ca2+ podría seguir 
funcionando, expulsando calcio al citosol. 
Por otro lado, la S1P impide parcialmente el incremento de ROS inducido durante la 
recuperación (Figura 25). Este efecto, puede contribuir junto con el descenso de la 
concentración de calcio, a la inhibición de la apertura del mPTP durante la 
recuperación. 
 
La esfingosina 1-fosfato mantiene la integridad de las mitocondrias durante la 
isquemia/recuperación 
 
De todos estos datos se deduce que la S1P protege a las mitocondrias de los cambios 
propios de la isquemia/recuperación, como son el descenso del potencial, la sobrecarga 
de calcio y el brusco incremento de ROS en la recuperación, y por tanto, la apertura del 
mPTP durante esta fase. Esto se traduce en un cierto mantenimiento de la función 
mitocondrial, que permite que los niveles de ATP no desciendan a la misma tasa que 
durante la isquemia, manteniéndose una cierta homeostasis iónica, de modo que en la 
recuperación no se abre el mPTP. Esto se confirma al analizar la resistencia a la apertura 
del mPTP durante la recuperación en mitocondrias de células tratadas con S1P y 
sometidas a isquemia (Figura 29). Mientras que las mitocondrias de células isquémicas 
presentan una mayor sensibilidad a la apertura del mPTP, probablemente debido a su 
mayor carga de calcio, las mitocondrias procedentes de células tratadas con S1P son 
más resistentes a esta apertura inducida por la misma concentración de calcio, 
probablemente porque su concentración de calcio y de ROS es mucho menor, y sus 
transportadores aún funcionan. 
 
La esfingosina 1-fosfato protege a largo plazo a través de HIF 
 
El efecto de la S1P sobre la mitocondria parece ser inmediato. Sin embargo, la S1P 






efecto está mediado por la unión de S1P a y a través de PI3K (Figura 30), lo que 
confirma la implicación de esta ruta en la protección inducida por S1P (Figura 14A). 
HIF-1α heterodimeriza con la subunidad β y pasa al núcleo donde induce la 
transcripción de diversos genes relacionados con la supervivencia. La activación PI3K 
en la formación de HIF ha sido previamente descrita 180,181.  
Al igual que en el caso de la ceramida, la activación de HIF conduce a la transcripción 
de diversos genes cuyo efecto protector se mantendrá aunque la S1P deje de estar 
presente, lo que explica que proteja en precondicionamiento. 
 
5.4 COMPARACIÓN ESFINGOSINA 1-FOSFATO Y CERAMIDA 
 
La ceramida y la S1P tradicionalmente han tenido funciones opuestas 201. Sin embargo, 
en este trabajo se demuestra que ambos esfingolípidos protegen de la 
isquemia/recuperación, aunque a través de mecanismos distintos. 
Ambos esfingolípidos protegen en las distintas fases de la isquemia/recuperación, 
aunque su protección es mayor si están presentes al menos durante la 
isquemia/recuperación, ambos protegen de la apoptosis y de la necrosis y actúan a 
través de PKC ε y PKC ζ y su principal mecanismo de protección es un descenso de la 
concentración del calcio mitocondrial durante la isquemia, hecho que probablemente 
impide la apertura del mPTP en la recuperación. Sin embargo, mientras que la ceramida 
produce este efecto provocando la apertura del mPTP durante la isquemia a través de un 
aumento de la formación de ROS, la S1P favorece la salida de calcio de la mitocondria 
de forma independiente al mPTP por un mecanismo que incluye la activación del 
mitoKATP. 
Aunque el mecanismo de acción de ambos esfingolípidos es claramente distinto, se 
podría pensar que las acciones de la ceramida, tradicionalmente considerada como 
inductor de muerte celular, se deben a su conversión en S1P. Sin embargo, la C2-
ceramida, forma utilizada en este trabajo no es reconocida por las ceramidasas, por lo 
que no puede ser utilizada para formar esfingosina, y por tanto tampoco S1P. Sin 
embargo, no se puede descartar que la ceramida se transforme en otros esfingolípidos 
como ceramida-1-fosfato o esfingolípidos más complejos. Esto podría averiguarse 
utilizando inhibidores de las distintas rutas de biosíntesis de los esfingolípidos. Es 






agresivo, de modo que su efecto protector se produce cuando se administra a una 
concentración tan baja que no produce muerte celular. Es probable que la ceramida 
provoque la muerte a mayor concentración porque da lugar a una apertura del mPTP 
demasiado alta e irreversible. 
En este trabajo de investigación hay que destacar la importancia que tiene conocer los 
mecanismos de acción de nuevas moléculas protectoras. En este sentido, los 
prometedores resultados obtenidos para la ceramida y la S1P indican que estos 
esfingolípidos presentan características que podrían ser potencialmente ventajosas para 






































1. La ceramida y la esfingosina 1-fosfato, a concentraciones bajas, protegen 
completamente de la muerte celular inducida por 3 h de isquemia y 16 h de 
recuperación, tanto de la apoptosis como de la necrosis. La acción protectora de 
la esfingosina 1-fosfato está mediado por receptor. 
 
2. El efecto protector ejercido por la ceramida y la esfingosina 1-fosfato está 
mediado por diferentes rutas de señalización, que implican diferentes proteínas 
quinasas. Entre ellas destacaremos la proteína quinasa C (PKC). La protección 
de la apoptosis ejercida por la ceramida está mediada por PKC ζ y de la necrosis 
por PKC ε. En cuanto a la esfingosina 1-fosfato ambos tipos de muerte están 
mediados por las dos isoformas: PKC ε y PKC ζ. 
 
3. El mecanismo protector de la ceramida implica un incremento moderado de 
ROS durante la isquemia, el cual provoca una apertura controlada del poro de 
transición mitocondrial. Esta apertura permite la liberación del calcio acumulado 
en la mitocondria durante la isquemia. Por otro lado, la ceramida impide la 
formación de ROS durante la recuperación. Este hecho, junto con el descenso de 
calcio mitocondrial, impiden la apertura del poro de transición mitocondrial 
durante la recuperación.  
 
4. La esfingosina 1-fosfato ejerce su protección por un mecanismo diferente a la 
ceramida. Dicho esfingolípido protege manteniendo la integridad de la 
mitocondria. Así, impide la despolarización de la membrana mitocondrial e 
impide la acumulación de calcio en la mitocondria por un mecanismo que 
implica al canal de potasio mitocondrial dependiente de ATP. 
 
5. El tratamiento con ceramida y esfingosina 1-fosfato durante la isquemia da lugar 
a un incremento en los niveles del factor de transcripción HIF (factor inducible 
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a b s t r a c t 
Sphingosine-1-phosphate (S1P) has been demonstrated to be an important regulator of cell death and 
survival. Although it has been suggested that the sphingolipid may act as a neuroprotector in the cell 
apoptosis induced by traumatic brain injury, the mechanisms involved in this action are unknown. In 
this study, the relationship between S1P and neuroprotective effect was studied in an in vitro model of 
ischemia, maintaining SH-SY5Y human neuroblastoma cells under oxygen–glucose deprivation (OGD). 
When cells were treated with 1_MS1P simultaneously with OGD and recovery, cell viability increases in 
a dose–response manner. S1P treatment reduces significantly both necrosis and apoptosis cell death. On 
the other hand, the treatment with specific PKC _ (V1-2), prevents S1P protective effect of OGD/recoveryinduced 
necrosis. Moreover, S1P treatment provokes the translocation of PKC _ to the mitochondria. 
From these results, it is reasonable to assume that S1P protection from necrosis is mediated by PKC _. 
We also studied the action of S1P on mitochondrial inner membrane potential and mitochondrial Ca2+ 
levels during ischemia. In this regard, we must point out that S1P treatment reduces the OGD-induced 
membrane depolarization and also reduces the increase of Ca2+ in mitochondria during OGD. Results 
also indicate that mitochondria from OGD treated cells have significantly less ability to resist swelling on 
Ca2+ loading than those obtained in presence of oxygen and glucose. Nevertheless, when S1P was added, 
this resistance increases considerably. These findings suggest that S1P may have a potential role as a 
neuroprotective agent in brain injury. 
© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved. 
